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Abstrakt

Pankreaticky duktdlni adenokarcinom (PDAC) patti k nejéastéjSim divodlm Umrti na
nadorové onemocnéni a tento trend se bude v budoucnu zhorSovat. Péstovani bunék v ex-
vivo 3D kulturdch ve formé organoidli predstavuje spolecné s kulturami a xenografty
spolehlivy model odrazejici morfologii a histologii v samotném nadoru. Nejcastéji mutované
geny vyskytujici se v PDAC nadorech jsou KRAS, TP53, SMAD4 a CDKN2A. Cilem prace bylo
stanovit mutace vyskytujici se v primarnich organoidech odvozenych z lidskych PDAC. Za timto
ucelem jsme vyhleddvali studie v online genomickych databazich, které obsahuji data z PDAC
a stanovili jsme geny a konkrétni mutace vhodné pro dalsi analyzu. Navrhli jsme postup
detekce s pomoci Sangerovi metody sekvenovani, ktery byl optimalizovany na bunécnych
liniich. S vyuzitim metod PCR a western blotu byly stanoveny alternace v analyzovanych
genech ve vzorcich odvozenych od tkani pacientl, péstovanych ex-vivo v 3D kulturach.
Nasledné byla navrhnuta zlepseni, kterd by vedla k vétsi citlivosti detekce. Pfipravend mutacéni
analyza bude vyuzivadna pfi analyze dalSich organoidd odvozenych ze vzork(i PDAC pacientl a

ziskand data budou slouzit k stratifikaci metabolomickych dat ziskanych z téchto vzork.
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Abstract

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is a serious oncological disease, which ranks
among cancers with the worst prognosis and a three-year life expectancy of 10%. Ex-vivo
organoid cultures derived from cancer tissue are popular and reliable research models, which
reflect the morphology and histology of the original tissue. Genetic background leading to
development PDAC confer typical alterations in genes KRAS, TP53, SMAD4 a CDKN2A. The aim
of this thesis was to determine mutations present in organoid cultures derived from human
PDAC. We used online genomic databases to estimate specific mutations typical for PDAC.
Based on that research we designed protocols for the detection of PDAC genetic alterations
and optimized those methods using cultured cells. We applied the approach on primary ex-
vivo organoids derived from surgical cancer specimens and detected mutations in KRAS, TP53,
SMADA4, or deletion of exons in CDKN2A. Alternatively, we proposed improvements for the
analysis of genetic background in PDAC. The data obtained within this thesis will be used for

the stratification of metabolomics and biochemical analyses further in the project.
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1 Uvod

Ndadorové ochorenia postihuju ludi na celom svete. PDAC patri medzi najcastejSie
pri¢iny umrtia na rakovinové ochorenia vobec. V sucéasnej dobe neexistuje Ziadna ucinna
metdda liecby, popripade efektivny spbdsob véasnej detekcie tohto zavazného ochorenia.
Rakovinové ochorenie je ochorenie genetické, zaloZené na postupnom hromadeni
genetickych alternacii, vdaka ktorym nadorové bunky ziskavaju prevahu. Typické znaky
rakovinovych buniek su definované ako tzv. , hallmarks of cancer” (Hanahan and Weinberg,
2011). V PDAC su typické genetické alternacie v génoch KRAS, TP53, SMAD4 a CDKN2A (Di
Marco et al., 2015; Seino et al., 2018). Dal3im velmi ¢astym problémom spojenym s nastupom
¢i rozvojom (nielen) PDAC je systémové metabolické ochorenie, tzv. rakovinova kachexia.
Pacienti s nddorovou kachexiou trpia Ubytkom hmotnosti doésledkom nadmerného
odburavania tuku aj kostrovych svalov a poruchou prijmu potravy, co ma za nasledok pripadné
komplikacie spojené s efektivnym davkovanim liecby.

Genetické zmeny su ¢asto Specifické pre urcité typy nddorov. PDAC nie je vynimkou.
Za vyuzitia rozsiahleho mnoistva dat zo vzoriek pacientov po celom svete, ziskanych
z webovych portélov genomickych databdz, je mozné vysledovat alternacné vzorce in silico
analyzou a urdit postup pre ich detekciu v samotnych vzorkach ex-vivo pestovanych buniek.
Ulohou tejto diplomovej prace bolo navrhnut a optimalizovat cielent analyzu genetickych
alterndcii v PDAC vzorkach, kultivovanych formou tzv. organoidov. Pestovanie primarnych
kultir odvodenych od resekovanych tkaniv pacientov v ex-vivo 3D kulturach predstavuje
prostredie velmi blizke prostrediu v samotnom nadore, preto je tento model v poslednej dobe
Casto vyuzivany.

Vysledkom tejto prace je optimalizovany postup genetickej analyzy, ktory bude dalej
vyuzity na ostatnych vzorkach PDAC, ktoré su kontinualne prijimané do tejto Studie. Ziskané
data budu pouzité pre stratifikdciu metabolomickych a biochemickych dat ziskanych z tych

istych vzoriek s cielom odhalit metabolicky charakter nadoru spojeny s nadorovou kachexiou.



2 Literarny prehlad
2.1 PDAC

Pankreas je Zlaza podielajuca sa na spracovani potravy organizmom. Anatomicky sa
¢leni na hlavu (najvacésia cast), telo achvost. Ma endokrinnt cast, kde sa tvoria hormdny
(inzulin, glukagon a somatostatin) s funkciou udrzovania hladiny glukdzy v krvi a exokrinnu,
ktora napomadha traveniu v tenkom ¢&reve tvorbou enzymov trypsinogén, chymotrypsinogén,
amylaza, lipaza a dalsich. Endokrinna Cast je tvorena a, B, 8, € a PP bunkami (Budipitojo et al.,
2016; Kim et al., 2009) exokrinna Cast sa sklada z akinarnych a duktalnych buniek (Bardeesy
and DePinho, 2002).

Commaon bile duct

Pyloric sphincter

= Pancreatic duct
Ducdenum

Acinar cell

Alphs cel

Beta call

Castymi ochoreniami pankreasu su chronickd pankreatitida atiez nadorové
ochorenia. Rakovinové ochorenia byvaju minoritne odvodené od endokrinnej ¢asti pankreasu
a to asi v 5 % vSetkych pankreatickych nadorov, kedy vznika pankreaticky neuroendokrinny
tumor. Az 85 % pankreatickych nadorov vznikd z exokrinnej ¢asti pankreasu. Tieto nddory su

oznacované ako pankreaticky duktalny adenokarcinédm (PDAC) (Rawla et al., 2019).
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PDAC patri k jednym z najnebezpecnejsich onkologickych ochoreni vobec. Zavaznost
ochorenia odzrkadluje relativne nizke doZivanie sa pacientov. Jedného roka od
diagnostikovania sa dozije priblizne 31 % pacientov, troch rokov 12 % a len menej ako 9 %
pacientov sa doZije piatich rokov od diagnostikovania (https://bit.ly/3A9nrfl). Postihuje
rovnako ¢asto Zeny aj muzov. PDAC zastava piate miesto v rebricku najéastejSich pricin Umrtia
na nadorové ochorenia a je pravdepodobné, Ze v buducnosti sa pankreatické nadory zaradia
do popredia k nddorom pluc a kolorekta, kedZe je toto ochorenie vysoko agresivne a na
rozdiel od kolorektdlneho, plicneho karcinému a rakoviny prsnika neexistuje Gcinnd liecba
a v€asna diagnostickd metdda. Taktiez dochadza k zniZzovaniu vyskytu niektorych nadorovych
ochoreni, vdaka zmenam sprdvania spolo¢nosti. Medzi takéto ochorenia patria napriklad
nadory pltc a kolorekta nachadzajlce sa v rebricku nad PDAC (Ferlay et al., 2016; Siegel et al.,
2020; Sung et al., 2021).

Vznik, rozvoj a priebeh ochorenia PDAC je spdjany s mnohymi rizikovymi faktormi,
medzi ktoré patri nadvaha (Calle et al., 2003), hyperglykémia (Rahn et al., 2018), pozivanie
alkoholu (Gapstur et al.,, 2011; Zhanget al., 2017), fajéenie (Delitto et al., 2016) a rodinna
anamnéza (Hassan et al., 2007). Chronickd pankreatitida je progresivne chronické zapalové
ochorenie pankreasu veduce k strate jeho funkcie fibrézou (Braganza et al., 2011). Vyvinie sa
asi u 8 z 100 000 fudi roc¢ne (Dite et al., 2001) a jej pritomnost prinasa taktiez riziko vytvorenia
nadorového ochorenia pankreasu (Logsdon et al., 2003; Lowenfels et al., 1993).

PDAC je vyznamné svojim velkym nddorovym stroma, ktoré predstavuje az 90 % masy
nadoru. Nadorové bunky su obklopené bunkami stromatu, konkrétne fibroblastami,
pankreatickymi steldtovymi bunkami a extracelularnou hmotou zloZzenou z kolagénu I alll,
fibronektinu a dal3ich proteinov a populdciou imunitnych buniek (Ohlund et al., 2017).
ZloZenie nadorovej strdma ma vplyv na progres a prognézu ochorenia (Wang et al., 2021)
a znizenu citlivost k lie¢be (Rasheed et al., 2012). Tkanivo pankreasu a jeho zmeny pri PDAC su

zobrazené v obrazku ¢. 2.
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Primarny tumor je zmes subklonalnych populécii buniek, ktoré moézu davat vznik
sekunddrnym nadorom (Yachida et al., 2010). Vzniku nebezpeclnych sekundarnych lézii
predchddza niekolko postupnych krokov a len niektoré bunky, ktoré nadobudnu progresivne
mutdcie, su schopné ju zaloZit (Yachida et al., 2010). Sucastou procesu je transdiferenciacia
buniek. Dochadza k procesu nazyvanému ,epithelial-mesenchymal transition” (EMT) pri
ktorom epitelidlna bunka nddoru modifikuje expresiu adhéznych molekul na svojom povrchu
a je schopna migrovat do odlahlych ¢asti tela. Pred zaloZzenim sekundarneho loZiska musi byt
tento proces obrateny a dochadza k ,,mesenchymal-epithelial transformation” (Gonzalez and
Medici, 2014). Metastaze sa mozu vyskytovat uz v zadiatkoch nddorového rastu (Mao, 1995).
Je vysoka pravdepodobnost, Ze uz pri diagnostikovani PDAC pacientovi, sa u neho vyskytuje
invazivna forma ochorenia (Haeno et al., 2012). Typické sekundarne loziska PDAC su pecen,
pluca a peritoneum (Katz et al., 2009; Sahin et al., 2018; Yachida et al., 2010). Menej ¢asto sa
vyskytuju v pleure, kostiach, nadobli¢kdch a inych orgdnoch (Yachida and lacobuzio-Donahue,
2009).

Odhalenie pritomnosti nadoru byva, zdoévodu problematickej a invazivnej
diagnostickej metédy, az vo vysokom Stadiu progresie. V zavislosti na stave pacienta
a ochorenia v ¢ase diagnostikovania sa odvija dalsi postup liecby. U menej ako 20% pacientov

je mozné nador chirurgicky odstranovat, o je stale povaZované za najefektivnejSiu formu
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terapie. Uspesnost resekcie rapidne klesa so zvy$ujlucim sa $tadiom ochorenia (Latenstein et
al., 2020; Sener et al.,, 1999). Pacientov v pokrocilom stadiu uZ nie je moiné operovat.
Pacientom po resekcii sa podava aj systémova chemoterapia a nasledne chemoradia¢na
terapia. Poddva sa aj gemcitabine ¢i fluorouracil s radiaciou (Cruz et al., 2014). Folfirnox je

Ve

ucinny pre pacientov s metastazami (Conroy et al., 2011). DoéleZitost véasnych detekénych
metdd je zobrazend v obrazku €. 3, ktory ukazuje pomer pacientov zachytenych v danom
Stadiu ochorenia (obrazok €. 3A) a prezivanie pacientov v dobe 5 rokov od diagnostikovania

v zavislosti na Stddiu ochorenia (obrazok €. 3B). Skora detekcia prinasa aj lepSiu progndzu.

Z toho dovodu je najvacsi doraz kladeny hladaniu moznosti véasnej detekcie ochorenia. Od
vytvorenia prvej nadorovej bunky az po formovanie metastdz prebehne 7 rokov (Yachida et

al., 2010). Tento cas predstavuje najucinnejsSie zdsahové okno pre diagndzu a liecbu PDAC

(Yachida et al., 2010).

Pripady podla 3tadia 5-roéné relativne doZivanie
7% 11% 100%
80%
m Lokalizovany
60%
m Regiondlny 20% 39,4%
30% . .
Vzdialeny 13 3%
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Moznosti terapie PDAC su obmedzené abunky PDAC vykazuju rezistenciu
k Standardnej liecbe, za ktorou stoji napriklad pozmeneny metabolizmus terapeutickych latok
a enzymy, ktoré sa tychto procesov zucastriuju (Capurso and Sette, 2019). Tiez vyznamny vplyv
na ucinnost liecby ma aj fakt, Ze bunky sa ¢asto nachadzaju v hypoxickom stave vdaka
nadorovej strdma, ¢o im umoziiuje lepsie odolavat radioterapii a chemostatikdam (Koong et
al., 2000). Priliecbe je preto kladeny najvacsi déraz na zmiernenie symptédmov a zlepsenie
kvality Zivota, najma pri pacientoch s pokrocilym stupfiom ochorenia tzv. paliativna

starostlivost (Choi et al., 2021).

2.2 Genetické pozadie PDAC

Aby sa zo zdravych buniek pankreasu stali transformované rakovinové bunky, musi
dojst k zmendm vo forme mutacii a ich postupnému hromadeniu. Tymto prechodom niektoré
bunky mozu ziskavat proliferacné vyhody. Najéastejsie sa vyskytujuce mutdacie v PDAC su
v génoch KRAS, TP53, SMAD4 a CDKN2A (Di Marco et al., 2015; Seino et al., 2018) (pozri
kapitola 5.1, obrazok ¢. 14).

2.2.1 Vznik PDAC

Formovanie PDAC je proces naslednych krokov, kde na zaciatku stoja neinvazivne
prekurzory liSiace sa svojou morfolégiou. Popisané su nasledovné prekurzory: 1) pankreaticka
intraepitelidlna neoplazia (PanIN); 2) mucinova cystickd neopldzia (MCN); 3) intraduktdlna
papildrna mucindzna neoplazia (IPMN) (Hruban et al., 2008; Maitra et al., 2005; Ren et al.,
2019); 4) intraduktdlna tubulopapilarna neoplazia (ITPN) (Ren et al.,, 2019). NajcastejSie sa
vyskytujucim prekurzorom PDAC je PanIN (Kanda et al., 2012).

Prekurzory su delené na tri stupne dysplazie: mal3, stredna a vysoka. PanIN v malom
stupni dyspldzie su beziné aich vyskyt narastad s pribudajucim vekom, avSak nedochdadza
automaticky k rakovinovej transformacii. K progresii l1ézii az k vysokému stupriu dysplazie je
nutnd akumulacia genetickych zmien (Ren et al., 2019). Lézie patriace do prvych dvoch skupin
(maly a stredny stupenl) su povaZiované za malo rizikové, kich malignej progresii dochadza
zriedka, avSak dysplazie vo vysokom stupni su povaZované za rizikové aje vhodné ich
operativne odstranovanie (Kanda et al., 2012). Vznikaju najma v hlave pankreasu (Hruban et
al., 2008) a predstavuju mikroskopické ndlezy, pri ktorych sa objavuje problém ich v¢asnej
vizualizacie.
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Dlho nebolo jasné, v ktorych bunkach pankreasu dochadza kiniciacii onkogenézie.
Vzhladom na duktalny charakter buniek PDAC boli za prekurzor povazované bunky duktalne.

S blizS§imi poznatkami sa za bunky, ktoré presli onkogénéziou a davaju vznik PDAC povaZzuju
ako duktalne, tak bunky akindrne. V pripade duktdlneho povodu predchadza PDAC
neinvazivna lézia IPMN (Kopp et al., 2018). PanIN lézie su odvodené od akinarnych buniek
pankreasu a k tomuto procesu dochddza ¢astejsie. Akinarne bunky prejdu transdiferenciaciou,
nazyvanou ,acinar to ductal metaplasia” (ADM) (Yamaguchi et al., 2018) a to tak, Ze spustenim
drahy, najcastejSie onkogénnou mutdciou KRAS vznika z akinarnej bunky bunka , ductal-like”

a ta moze dat vznik PanIN lézii (Guerra et al., 2007; Kopp et al., 2012). Proces ADM nie je nutne
spojeny s vznikom lézii, dochadza knemu aj pocas poskodenia pankreasu a nemusi viest
k tvorbe lézii (Kopp et al., 2012).

Model postupného vzniku karcindomu je odvodeny od pozorovani na geneticky
modifikovanych mysich modeloch (Hingorani et al., 2003; Tu et al., 2019). Endogénna expresia
mutantej formy K-Ras®?P v pankreasoch modelov rekapituluje vznik PanIN. Progresia
neinvazivnych lézii u malej Casti testovanych subjektov postupila az k vzniku invazivnych
adenokarcindomov a tvorbe metastdaz. To znamend, Ze ak je pritomnd samotna onkogénna
mutdcia K-Ras, nddorova progresia sa v drvivej vaésine pripadov zastavuje v $tadiu PanIN
(Hingorani et al., 2003). Frekvencia mutacii v géne KRAS je vysoka uz v prekurzoroch PDAC
a s postupom dysplazie sa ich vyskyt mierne zvySuje. V neinvazivnych léziach byva podiel
mutovanych alel nizky (20 %), ktory sa taktiez progresivne zvySuje s postupom ochorenia
(Kanda et al., 2012). Mensina lézii, ktord vznikd inym iniciaénym mechanizmom (lézie
s divokym typom (wt z angl. ,wild type”) KRAS), nesie pociatocnu alternaciu napriklad v géne
BRAF, CDKN2A alebo GNAS (Kanda et al., 2012).

Nadmerna aktivita onkogénu K-Ras (mutovaného) uvadza bunky do permanentného
zastavenia bunec¢ného cyklu (BC), senescencie (Serrano et al., 1997). Indukciou pomocou
endogénnej expresie Trp5372H (mutovand forma v mySom modeli, ekvivalent u ¢loveka je
mutdacia R175H) a KRAS®?P v my3om modeli vznikd invazivny a metastazujici PDAC (Hingorani
et al., 2005). Progresia ochorenia z PanIN lézii indukovanymi mutovanym KRAS je podmienena
dalsim zasahom, ktorym c¢asto byva inaktivacia tumor supresorového (TS) génu CDKN2A, TP53
(Hruban et al., 2000; Maitra et al., 2005; Tu et al.,, 2019; Wilentz et al.,, 1998) a SMAD4
v neskorsich fazach (Maitra et al., 2005; Tu et al., 2019; Wilentz et al., 2000). Postupnym
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prechodom lézii je moZné pozorovat rastucu proliferaént aktivitu buniek (Klein et al., 2002).

Postupny model progresie PDAC je zndzorneny na obrdazku ¢. 4.
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2.2.2 KRAS

Prepisom génu KRAS (,,KRAS proto-oncogene, GTPase”) vznikd maly G protein K-Ras
patriaci do podrodiny RAS proteinov spolu s H-Ras a N-Ras, ktorych mutacie su ¢asto spajané
s fudskymi nddormi. Mutované formy K-Ras stoja hlavne za neoplaziami v oblastiach pltc,
kolorekta a pankreasu (www.oncokb.org/gene/KRAS).

Protein je v aktivnej forme po naviazani GTP a k inaktivovaniu dochadza hydrolyzou
GTP na GDP. Regulaciu aktivity K-Ras zabezpecuju aktivacné vymenné faktory (GEFs, z angl.
,Guanin nucleotide exchange factors“), a hydrolyzacné faktory (GAPs, zangl. ,GTPase
activating proteins”), ktoré uvedu protein do neaktivneho stavu hydrolyzou GTP. Signalizacia
K-Ras dalej vyuziva tri hlavné efektorové drahy a to Raf/Mek/Erk (MAPK), PI3K/Pdk1/Akt a Ral
GEF (Eser et al., 2014). Tymito drahami je regulovany napriklad, proliferacia ¢i diferencidcia
buniek (Pantsar, 2020; Weinberg et al.,, 2010), vdaka ¢omu sa protein zaraduje medzi
protoonkogény. Cyklus aktivacie ainaktivacie proteinu adrahy, ktorych je sucéastou su

zobrazené na obrazku C. 5.
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K mutdciam v géne KRAS dochadza priblizne v 90 % PDAC, konkrétne k bodovym
mutdciam v koddnoch 12, 13 a 61 (Cicenas et al., 2017). KRAS nebyva spravidla amplifikovany
(Kanda et al.,, 2012). Rovnovaha medzi aktivnou a neaktivnou formou proteinu,
zabezpecovand Specifickymi proteinmi GEF a GAP, je v PDAC menovanymi bodovymi
mutaciami porusena. Protein je pozmeneny tak, Ze k interakcidam s GAP dochadza v znizenej
miere a K-Ras preto zostava dlhSie aktivny s naviazanym GTP (Scheffzek, 1997), ¢o vedie
k abnormalnemu sprdvaniu bunky (Huang et al., 2014).

Mutacia v proto-onkogéne KRAS byva pociato¢nym faktorom vzniku PDAC (Hingorani
et al., 2003). K progresii nestaci viak mutdcia samotna, kedZe zvysena aktivita mutovaného K-
Ras indukuje v bunkach senescenciu. Tej sa bunka vyhyba inaktivovanim drahy TS (Serrano et

al., 1997). Uniku buniek napomaha aj samotny K-Ras zvy$enim hladiny transkripéného faktoru

17



(TF) Twist, ¢im je inaktivovany protein p16 a nedochdadza k senescencii (Lee and Bar-Sagi,
2010). Bunky s K-Ras onkogénnou mutaciou su vsak selektivne odstrafiované z tkaniva, avsak
tie, ktoré zostdvaju, formuju premalignu léziu (Morton et al., 2010).

Vzhladom na fakt, Ze progresiu nddoru sprevadzaju dalSie alternacie, nie je mozné
jasne odlisit vplyv mutovaného K-Ras. Drahy aktivované onkogénom K-Ras (mutovana forma)
su vyznamné pre podporu rozvoja a udrziavania PDAC a to konkrétne drdha RAF>MEK—>ERK
(Collisson et al., 2012; Zhang et al., 2014). Cast PDAC nadorov zostdva zavisla na signalizacii K-
Ras, alebo jej Casti. Neaktivny K-Ras vtedy vedie k regresii nddoru (Collins et al., 2012; Ischenko
et al., 2021). Mimo iné, mutovana forma K-Ras napomaha PDAC bunkam vo vyvoji a udrziavani
ochorenia vyhybanim sa imunitnému systému organizmu (Ischenko et al., 2021).

Onkogénne mutacie v KRAS tiez aktivne reguluju tumorovy metabolizmus. V studii
(Ying et al., 2012) ukézali vyznamné zmeny metabolickych drdh u buniek s K-Ras®'2°, Hlavne v
metabolizme glukdzy, pentdzofosfatovom cykle a drahe syntézy hexosaminov. Dalej pozoruju
vyuZivanie glutaminu ako hlavny zdroj uhlika (Gaglio et al., 2011; Ying et al., 2012). Podpora
glykolyzy prebieha zvySenim glukdézovych transportérov v membranach a tieZ niektorych
glykolytickych enzymov (Ying et al., 2012). Zvy3enie glykolytickej drahy nema vsak vplyv na
intermediaty Citratového cyklu, ¢o naznacuje, Ze medziprodukty glykolyzy su vyuZivané najma
v anabolizme pri glykozilacii proteinov. Syntéza glykolypidov je d6lezitda v mnohych procesoch
spojenych s neopldziou (napr. proliferaciou, invazivnostou, angiogenéziou a unikom pred
imunitnym systémom) (Ying et al., 2012). Vysledkom indukcie spominanych drah si bunka
zabezpedi prekurzory pre syntézu RNA, DNA, tvorbu NADPH, syntézu makromolekul, zvysenu
produkciu ROS a s tym spojenu aj ich ucinnejsiu detoxifikaciu (Gaglio et al., 2011; Weinberg et
al., 2010; Ying et al., 2012). ZvySenou produkciou ROS v mitochondridch (hlavne v komplexe
1), ktoré funguju ako signalne molekuly, mdZe byt kontrolovana aj proliferacia (Weinberg et
al., 2010).

Daldou moznostou, ako si bunky zabezpecuju dostatok Zivin vo vysoko konkurenénom
prostredi nddoru je lyzozomdlnou aktivitou, ktora je u buniek PDAC vyuzivanejSia v porovnani
s normalnymi bunkami pankreasu. To Uzko slvisi aj so zvySenym vyskytom autofdagie, ktora je

asociovana s naddorovym epitelom a fenotypom agresivnej malignancie (Perera et al., 2015).
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Vyznamné zmeny vzhladom k expresii K-Ra$'%® boli ndjdené aj v metabolizme acetyl-
CoA (Carrer et al., 2019). V zaciatkoch onkogenézie v KRAS mutovanych (p.G12D) bunkdach
dochédza k zvy3eniu acetyl-CoA, v pripade aktivacie K-Ras ©?° je primarnym zdrojom acetyl-
CoA oxidacia leucinu. Acetyl-CoA z leucinu a ostatnych zdrojov (glukdza, palmitat) potom
smeruje do syntézy cholesterolu (mevalonatova drdha). ZvySenie obsahu acetyl-CoA
ovplyviuje aj epigeneticky stav bunky, dochadza k zvySenému vyskytu acetylovanych histénov

(Carrer et al., 2019), ktorych zdrojom je acetyl-CoA.

2.2.3 TP53

Protein p53, ktory vznikd prepisom génu TP53 (z angl. ,tumor protein p53“),
predstavuje dolezity uzol priodpovedi na bunkovy stres. K vykonavaniu svojej fyziologickej
role tvori tetraméry. V bunke sa moze nachdadzat vréznych izoformach s mierne odliSnou
funkciou (Bourdon et al., 2005). Za fyziologickych podmienok sa protein vyskytuje v bunke len
vo velmi malej miere. Dochadza k jeho interakcii s MDM2 proteinom (ubiquitin ligdzou) a p53
je nasledne polyubiquitinilovany a oznaceny k degradacii. V pripade bunkového stresu, MDM?2
prestava interagovat s p53. Tym p53 zostdva aktivny v bunke a ako TF, viaZuci sa do ,p53
response elementov”, indukuje produkciu kédujlucich aj nekddujucich RNA (pripadne
reprimuje). Bunecna odpoved' je zavisla na druhu a intenzite stresu (Bourdon et al., 2005;
Fischer, 2017). Podla neho je vytvorena odpoved vo forme zastavy BC, senescencie alebo az
programovanej bunecnej smrti (obrazok ¢. 6). Prikladmi proteinov s ,p53 response
elementom” su p21, MDM2 a dalSie zhrnuté v praci (Fischer, 2017). Regulacia bunkovej
odpovede na stres je vykonavana aj priamo prostrednictvom interakcii p53 s dalSimi

proteinmi, najma mitochondridlnymi (Chipuk, 2004; Frank et al., 2011).
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Ku genetickym alternaciam TP53 dochadza ¢asto naprie¢ vSetkymi typmi nddorovych
ochoreni (https://dcc.icgc.org/projects). V nddorovych bunkdch sa vyskytuje viacero spésobov
akymi je alternovany. K missense mutdcidm dochadza po celom géne, ale v 80 % pripadov je
mutovana oblast DNA-vazobnej domény (DBD z angl. ,DNA-binding domain®). Hotspot miesta
so zvysenou frekvenciou alterndcii je mozné odlisit u PDAC nadorov v aminokyseline Cislo 248
a 273, Co tvoria protein vykazujuci zmeny v interakcii s DNA oproti wt forme. Alternaciami
v aminokyseline Cislo 175, 245, 249 a 282 vznika protein defektny v tvorbe fyziologickej
konformacie. Boli zaznamenané aj pripady mutovanych p53, u ktorych sa objavuju obe
mozZnosti sucasne (Brady and Attardi, 2010). K nonsense mutaciam dochddza len v malej
miere. VSeobecne su ¢asté missense mutdcie proteinu, menej dochadza k jeho deletovaniu
(https://bit.ly/2VmqulR). Boli experimentdlne porovnidvané mysie modeli s mutovanou

formou proteinu a mysie modeli s deletovanym TP53. Oba modeli porovnatelne podporuju
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vyhnutie sa K-Ras®'? indukovanej senescencii, ale len subjekty s mutovanou formou p53
vykazovali progresiu ochorenia veducu az k metastazam (Morton et al., 2010).

Mutované formy proteinu v pripade heterozygotnej mutdcie vykazuju dominantne
negativny efekt (Willis et al., 2004), ¢o znamena, Ze mutovana forma prejavuje svoj fenotyp
a druhd, wt alela nepostacuje na udrzanie fyziologickych podmienok v bunke. Mutované
formy proteinu vykazuju vyssiu stabilitu ako wt formy (Willis et al., 2004). V neskorsich fazach
postupu ochorenia dochddza k strate heterozygozity (LOH, z angl. ,lost of heterozygosity”)
a teda k strate druhej, nemutovanej alely. Za tychto okolnosti sa mo6zZe prejavit nadobudnuta
vlastnost mutovaného p53 (GOF z angl. ,gain of function”). Pritomnost jednej alely wt formy
p53 dokaze do urcitej miery aktivovat protein p21 (indukcia zastavy BC). Pomocou LOH je
funkcia wt p53 potlacend uUplne a bunka je schopnd sa senescencii Uplne vyhnut. LOH je
spojend s chromozomalnou nestabilitou (Ghaleb et al., 2020), ktord je pritomna
u metastatickych, ale aj primarnych |ézii. Tato nestabilita umoznuje vznik dalsich mutacii ¢im
bunky mézu nadobudat dalsie vyhody nadorového rastu (Ghaleb et al., 2020; Hingorani et al.,
2005; Weissmueller et al., 2014).

Vzhladom k mnoistvu popisanych fenotypov sp6sobenych mutaciou TP53, nie je
celkom jasny mechanizmus, akym expresnym programom p53 podporuje rakovinovy rast.
Napriklad, v stadii (Andrysik et al., 2017) autori multi-omics analyzou testovali nadorové
bunkové kultary, v ktorych aktivovali p53 protein pomocou inhibovania interakcie p53-
MDM2. Identifikovali transkripciu cca 100 génov, ktoré boli zaradené do kategorii regulujicich
apoptézu, indukciu zastavenia BC, diferenciaciu, metabolizmus, signalnu transdukciu, DNA
opravy, autofagiu a dalSie gény s neznamou funkciou (Andrysik et al., 2017).

Daldou otazkou ohladne hotspot mutdcii TP53 je, akym spdsobom vlastne dochddza
k LOH, aakym sposobom dochadza ku stabilizacii mutacie v onkogenézii (GOF). Pévodné
reporty naznacovali tzv. ,,dominant-negative” funkciu mutovanej alely voci wt alele. V praci
(Alexandrova et al.,, 2017) testovali tvorbu nadorov prsnika asarkdmov spomocou
TP53R248Q/\WT a TP53/WT mysi a zistili, Ze efektivnejsie sa tvoria nddory s mutovanym p53.
Mechanizmus LOH u TP53 nie je celkovo znamy (Alexandrova et al., 2017).

Ndadory s missense mutaciou vykazuju horsiu prognézu nez nadory s deletovanym
p53 (Maddalena et al., 2021). V tychto nadoroch zaroven zistili znizenu expresiu génov
asociovanych simunitnou zlozkou nadoru. Toto zdroven potvrdili experimentdlne; nadory

s missense mutdciou v p53 vykazuju znizenu infiltraciu lymfocytov. Autori tento jav asociovali

21



so zvySenou expresiou proteinov extraceluldarnej matrix, infiltraciou fibroblastov, ktora
spdsobuje desmoplaziu typickd pre PDAC. Expresia TP53 R72H (mysi analég ludského R175H)
viedla k zvySenej fibréze vytvorenych nadorov. ZvySena desmoplazia zaroven zabranuje
infiltracii imunitnych buniek (Maddalena et al., 2021), ale moZe tieZ prispievat k niz3ej citlivosti
nadorovych buniek PDAC k lie¢ivam.

Mutovand forma p53 moézZe nadobudndt aj novd funkciu, ¢asto vyhodnu pre
onkologicky fenotyp bunky. Vyhoda, ktoru ziskavaju bunky napriklad bodovou mutdciou
R172H (v mySom modeli) je invazivnost, podporuje tvorbu metastaz ¢o neplati pre bunky,
u ktorych je gén TP53 deletovany (Morton et al.,, 2010). Mutdcia prinasa teda nadorovym
bunkdm rastovd vyhodu. Akumuldcia p53 podporuje aj napadanie lymfatickych uzlin
a nasledne aj invaziu metastaz do pecene (Hingorani et al., 2005; Morton et al., 2010).

Mutovany p53 umoZnuje nezdvislost bunky na mitogénnych signaloch z okolia.
Dokaze totiz indukovat expresiu receptoru PDGFRB arovnako tak aj syntézu jeho ligandu
PDGF, ¢im je zabezpelena autokrinna signalizacia, s ktorou nador nadobuda zvySenu
schopnost invazivity a formovania metastaz (Weissmueller et al., 2014). Casto su bodové
mutdcie v p53 spajané s horsim prezivanim. Napriklad bodové mutacie p.A138V (Saha et al.,
2020) a p.R248W (Humpton et al., 2018), kedy nadory exprimujuce tieto mutované formy p53,
vykazuju agresivnej$i fenotyp (Humpton et al., 2018; Saha et al., 2020). Daldie mutdcie
zvysujlce expresiu, tentokrat receptoru EGFR, je mutacia p.R273H. EGFR aktivuje signalizaciu
AKT vo zvySenej miere inhibuje TS KLF6, ¢im podporuje formovanie sekundarnych |ézii (Sun
et al., 2020).

Alternacie KRAS aTP53 su vkontexte PDAC nadoru mnohokrat prepojené.
Spominand onkogénna signalizacia K-Ras a nou indukovand senescencia je spésobena prave
vdaka fyziologickej funkcii p53 aktivaciou p21 (Serrano et al., 1997). Pre obchdadzanie
zastavenia rastu sa alterndcie TP53 Casto nachddza v spojeni s KRAS mutaciou a dochadza
k nej v neskorsich fazach vyvoja (Morton et al., 2010). Dal$im spojovnikom medzi onkogénnou
signalizaciou K-Ras a mutantnymi formami p53 (konkrétne p.R175H) je prostrednictvom
splicing faktorov hnRNPK, ktoré su exprimované vo zvysenej miere prostrednictvom indukcie
mutovanou formou p53 vedicemu k zmenam v zostrihu, ¢im vznika GAP protein neukotveny
do membrany. Touto zmenou je znizena miera interakcie GAP s K-Ras-GTP na membrdne,
a teda protein zostdva dlhsie aktivny a vznikd uz spominand onkogénna signalizacia (Escobar-

Hoyos et al., 2020).
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Okrem priamej tumor-supresivnej regulacie ma p53 rolu aj v metabolizme bunky
(Vousden and Ryan, 2009). Napriklad forma s mutdciou v hotspot mieste p.R248W ma vplyv
pri hladovani na glycin (Tran et al., 2017) a serin (Humpton et al., 2018). Mutované formy p53
tiez spésobuju alternacie v metabolizme glukézy aglutaminu (Morris et al., 2019).
Alternaciami v metabolizme vznikd agresivnejsi fenotyp nadorov (Humpton et al., 2018;
Morris et al., 2019). Bola pozorovana aj zdavislost na mevalonatovej drahe u buniek

s mutovanou formou p53 (Oni et al., 2020).

2.2.4 SMAD4

Dalsi frekventovane mutovanym TS génom v PDAC je SMAD4 (z angl. ,SMAD4 family
member 4“), ktory kéduje protein Smad4. Ten zohrava ulohu v 3 drahach ato: TGFB, Wnt
a FGF/EGF. Pre nadorovu bioldgiu je z menovanych drah najvyznamnejsia draha TGFB. Tou je
Smad4 aktivovany a ndsledne presunuty do jadra, kde funguje ako TF (Yingling et al., 1997)
regulujuci viaceré bunecéné procesy. Tieto procesy su vyznamné v rakovinovych bunkach pre
proliferaciu, diferencidciu, migraciu, invazivitu aremodeldciu medzibunkovej hmoty.
Signalizacia drahou TGFpB, podobne ako p53, indukuje expresiu p21 proteinu ¢o vedie k zadstave
bunecného cyklu v G1 fazy (Grau et al., 1997) pripadne az k apoptdze (Tascilar et al., 2001).

U PDAC nadorov dochdadza u viac ako polovice tumorov k homozygotnej delécii tohto
lokusu (Aguirre, 2003). Daldimi alternaciami st bodové mutdcie, z ktorych je ¢asta substituénd
mutacia a nonsense mutacie veduce k tvorbe skrateného proteinu (https://bit.ly/2VmqulR).

Pokusy s geneticky modifikovanymi mysimi modelmi v praci (Bardeesy et al., 2006)
ukdzali, Ze v pripade sulasnej expresie KRAS®?P 3 deletovania SMAD4, je onkogenézia
zrychlend (oproti samotnej expresii KRA$'?P). S takymto genetickym pozadim vznikd lézia
IPMN (Bardeesy et al., 2006).

TGFB kaskdada ma v onkologickom ohlade dudlnu funkciu a jej vysledny efekt zavisi na
buneénom kontexte. Onkogénna strana intaktnej signalizdcie je vyznamna pre nadorovu
stréma, najma v pociatoénych fazach vzniku neoplazie. Dochadza k prestavbe extracelularne;j
matrix, zvySenej pritomnosti nador podporujucich leukocytov, regula¢nych T-lymfocytov
a inhibicii lymfocytov cieliacich na nador (Principe et al., 2016; Tascilar et al., 2001). Taktiez
podporuje ADM indukovanu onkogénnou mutdciou K-Ras, ¢o vysvetluje inhibiciu drahy az

v neskorsich fazach tumorogenézie (Chuvin et al., 2017; Liu et al., 2016; Wilentz et al., 2000).
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Avsak funkény Smad4 predstavuje bariéru uniku nadoru imunitnému systému organizmu
(Ischenko et al., 2021).

Na druhu stranu stratou expresie SMAD4 |ézia nadobuda agresivnejsiu povahu
nadoru. Pacienti u ktorych je Smad4 funkény vykazuju po resekcii lepsi priebeh ako ti
s inaktivovanou funkciou Smad4 proteinu (Blackford et al., 2009; Tascilar et al., 2001).

Signalizacia TGFB/Smad4 sa prejavuje rozne aj v zavislosti na diferenciacii bunky.
U nediferencovanych linii pritomnost kaskady viedla k zvySenej proliferacii a migrdcii. Na
druhej strane u diferencovanych linii znamenala bune¢nu smrt. TakZze bunky, ktoré stratia
Smad4 rastu rychlejsie, obchadzaju blokovanie progresie onkogénnej formy K-Ras®!?P
a senescenciu, ale zostavaju diferencované ako epitelové bunky (Bardeesy et al., 2006). Smad4
prindsa vyhody aj pri pohyblivosti buniek, EMT a metastdzach. Bunky exprimujice Smad4
proliferuju rychlejsie, ale zostdvaju v diferencovanej histolégii duktalneho charakteru, na
rozdiel od stavu, ked' sa protein v bunke nenachddza (Bardeesy et al., 2006).

Neopomenutelné su aj bodové mutacie tvoriace pozmenené proteiny ako napriklad
alterndacia p.Y353C. Tato oblast sa nachadza v MH2 doméne (sprostredkovéava interakcie
s partermi alebo sebou samym s MH1 doménou) a v porovnani s wt formou prindsa bunkam
schopnost zvysenej migracie znizenim expresie E-kadherinu a naopak zvysenie vimentinu (v
pripadoch bez Smad4 oproti wt) (Wang et al., 2019). Mutacie v MH2 doméne su spdjané so
zhorsenou progndzou (Singh et al., 2012).

Zaujimavostou je aj vplyv delécie SMAD4 na ostatné gény situované v gendme blizko
seba. Na chromozdme je asi 200 bp od SMAD4 vzdialeny gén pre oxidativnu dekarboxylazu
,malic enzyme 2“ (ME2), ktora sa Ucastni katalyzy malatu na pyruvat a tym udrZzuje NADPH
a ROS homeostazu. V PDAC byva ¢asto tento Usek DNA deletovany sicasne so SMAD4. Tuto
skutoc¢nost je mozné vyuzivat ako ciel terapie (Dey et al., 2017), pretozZe delécia ME2 aktivuje
alternativny mitochondrialny enzym, ME3, ktory sa v tychto malignitach dd potom zacielit

terapeuticky.

2.2.5 CDKN2A

Gén CDKN2A (z angl. ,cyclin dependent kinase inhibitor 2A“), patri k trom najcastejsie
inaktivovanym TS génom v PDAC. Prepisom tohto génu sa alternativnym splicingom vytvaraju
proteiny p16N“A 3 p14°RF (Ouelle et al., 1995). Funkcia oboch proteinov je protinddorova,

avSak funguju v odlisnych drdhach. Draha proteinu p16N*** kontroluje prechod z G1 do S faze

24



BC. Tuto rolu zastava interakciou s dalsSim TS pRB (retinoblastomovy protein), ¢im reguluje
bunecnu proliferaciu inhibiciou cyklin dependetnych kindz 4 a 6 (McConnell et al., 1999). Tieto
kindzy hyperfosforyluji pRB pre pokracovanie BC (Serrano et al.,, 1993; Shay et al.,, 1994).
Funkcia p14°fF spociva v kontrolovani drahy iného TS, a to p53. Vyvédzovanim inhibitoru
MDM2 p14RF uréuje stabilitu p53, ktory moze vykonavat svoju fyziologicku funkciu, najméa
vindukovani apoptdézy (Sharpless and Chin, 2003). V nddorovom kontexte ma
neopomenutelnu Ulohu v indukcii senescencie (Shay et al., 1991).

V PDAC dochadza najcastejsie k delécii génu (https://bit.ly/2VmqulR) alebo k hyper
metylacii promédtoru, dosledkom ¢oho protein nie je produkovany (Attri et al., 2005; Tang et
al., 2015). Dalej su ¢aste mutdcie, zktorych s najéastejSie nonsense
(https://www.mycancergenome.org/content/gene/cdkn2a/). Inaktivacia tohto TS je dblezita
pre vyhnutie sa senescencii (Serrano et al., 1997).

Zmeny v CDKN2A su spojené so zvySenym rizikom PDAC, zhorSenou progndzou
pacientov (Doyle et al., 2019; Tang et al., 2015), metastdzami v lymfatickych uzlinach a vyssim
Staddiom ochorenia (Hosoda et al., 2017; Jeong et al., 2005). Taktiez ale sledujeme tvrdenie, ze
k alternacidam dochadza nahodne v progresii ochorenia v réznych Stadiach (Hustinx et al.,
2005). V suvislosti s mutaciou vtomto géne existuje riziko rozvinutia dedi¢nej formy PDAC
(Ibrahim et al., 2018).

Podobne ako pri SMAD4, pri frekventovanej homozygotnej delécii génu CDKN2A moze
dochdadzat k stratam aj ¢asti chromozomu z jeho blizkej oblasti. V nej sa nachadza MTAP gén,
ktory kéduje protein drahy polyaminového metabolizmu. V mnohych pripadoch byvaji oba

gény deletované sucasne (Hustinx et al., 2005; Wilentz et al., 1998).

2.3 Kachexia

Na zdvaznosti nadorovych ochoreni sa podiela aj frekventovane sa vyskytujuici Ubytok
hmotnosti pacientov. Tato dysfunkcia je oznadovana ako kachexia a postihuje asi 50 %
onkologickych pacientov, najma pri nddoroch traviaceho traktu, pankreasu, pluc a kolorekta
(Dewys et al., 1980). Kachexia predstavuje systémové ochorenie organizmu, vplyva na celkovy
fyzicky stav pacientov, komplikuje samotny priebeh ochorenia a liecby a vedie k systémovej
zapalovej odpovedi. Definovana je stratou hmotnosti o viac ako 5%, BMI nizSim ako 20 alebo
stratou svalovej hmoty a stratou hmotnosti o viac ako 2% (Fearon et al., 2011). V studiach vsak
mozZu byt pouzivané rozdielne kritéria.
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Pritomnost kachexie nekoreluje s velkostou tumoru, jeho stupriom, predoperaénym
stavom, resekciou, BMI (Bachmann et al.,, 2008; Hendifar et al., 2018), ¢irozSirenim do
lymfatickych uzlin (Bachmann et al., 2013). Je pritomnd u 63 % diagnostikovanych pacientov s
PDAC (so stratou hmotnosti viac ako 5 %) (Hendifar et al., 2018). CastejSie je pritomnd
u pacientov s pokrocilym Stadiom ochorenia s pritomnymi metastazami, co moze spajat
dediferenciaciu nadorovych buniek s rozvojom kachexie (Bachmann et al., 2008). Pri kachexii
pacienti postupne stracaju tukovu a nasledne aj svalovd hmotu (Das et al., 2011) ako dosledok
zmien v metabolizme lipidov (Agustsson et al., 2012; Bachmann et al., 2009) (zvySena lipolyza
(Danai et al., 2018; Das et al., 2011)) a proteinov (zvySena autofagia a degradacia proteinov
v proteazdme (Danai et al., 2018), alebo naopak zniZend syntéza proteinov (Van Royen et al.,
2000)). Poskodené svalové tkanivo je nahradzované tukovym a fibrotickym, ktoré maju
rozdielne vlastnosti od pévodného (Judge et al., 2018). Nebezpecné je najma zniZenie aktivity
svalov zabezpecujucich dychanie (Bachmann et al., 2009) a zmensSovanie srdcového svalu (Das
et al., 2011). D6sledkom zmien v traviacom trakte dochadza k fyzickym zmendm organizmu
a to k anorexii, malonutricii a stratdm chuti k jedlu (Bachmann et al., 2013, 2009).

Mysie modeli nadorom indukovanej kachexie odhalili, Ze stratdm tukového
a svalového tkaniva je mozné zabranit, alebo minimalne ich zmiernit, odstranenim génov lipaz
Atgl a Hsl. Tieto lipdzy sa zucastnuju katabolizmu tukov uloZenych v tukovych kvapo6ckach.
Deléciou génu pre Atgl, a do mensej miery delécia génu pre Hsl, zabraniuje kachexii (Das et al.,
2011). Daléim novym progresom v porozumeni systémovych zmien pri nadorovych
ochoreniach je spojenie proteinu lipocalin 2 s kachexiou. Pocas progresie PDAC dochadza
k zvySeniu expresie tohto proteinu, o ma za ndsledok zniZzenie apetitu a ma vyznam v anorexii
pritomnej pocas kachexie atiez vedie k stratdm tuku a Cistej svalovej hmoty (Olson et al.,
2021).

U mysich modelov sa vyskytuje kachexia iba ak rakovinové bunky tvoria nador
vyhradne v pankrease. Tkanivo pankreasu je nadorom poskodzované a nezastava svoju
fyziologicku funkciu, exokrinna Zlaza je menej Ucinna. U mySich modelov bol taktiez
pozorovany suUvis znizenej exokrinnej funkcie pankreasu a straty vtukovych tkanivach
a Ubytok periférneho svalstva (Danai et al., 2018).

Zhorsené prezivanie pacientov s PDAC tieZ koreluje so zvySenym vyskytom cytokinov
v sére, a to CRP, IL-6, MIC-1 a TNF-RII, z ktorych je v kontexte kachexie najvyznamnejsi IL-6

(Babic et al., 2018). Signalizacia tohto cytokinu prebieha cez interleukin receptor 6, ¢im su
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aktivované dalsie drahy, z ktorych je pri kachexii vyznamna JAK-STAT3 draha (Bonetto et al.,
2012, 2011). Zvyseny vyskyt TF STAT3 v jadre meni hladiny transkripcie proteinov vo svaloch,
¢o podporuje proteolyzu a zvySenie expresie proteinov akutnej faze (Bonetto et al., 2011).

Kachexia mo6ze byt povazovand za prognosticky faktor, kedZe pacienti fiou trpiaci
vykazuju zhorsenu progndzu ochorenia, v porovnani s PDAC pacientami u ktorych nedochadza
k vyznamnym stratdm hmotnosti (o viac ako 5%) (Bachmann et al., 2013, 2008; Hendifar et al.,
2018). Potvrdzuje to aj zlepSenie progndzy pacientov po stabilizacii ich vahy (Bachmann et al.,
2013, 2008; Davidson et al., 2004).

Vyznamny problém predstavuje aj pri podavani lieCby pacientom. Pacientom je na
zaklade ,body-surface-area” vypocitand davka lieciva. Tento vypocet vSak neberie do Uvahy
svalovi hmotu azadrziavani vodu v organizme. Vyrazné chudnutie pacientov vsak
predstavuje problém, kedZe pre chudsieho ¢loveka mdze mat pévodne uréena davka toxicky
efekt. Ztoho dbévodu je nevyhnutné kontrolovat vahu pacientov (Barret et al., 2014,

Mitsunaga et al., 2020; Prado et al., 2007).

2.4 3D in vitro modely

2D kultivatné metddy su vyuZivané pre ich jednoduchost oproti 3D kultivaénym
metdodam. 3D kultury vsak lepsie vypovedaju o fungovani nadorovej masy tak, ako je tomu
v pacientovi (Donglai et al., 2016) a su historicky vyuZivané preto, lebo su schopné zachovavat
morfoldgiu a bunkové typy podobné tkanivu, z ktorého su odvodené (Elyada et al.,, 2019).
TaktieZz su schopné efektivne tvorit nadory v mysich modeloch (Boj et al., 2015). Organoidové
kultury odvodené z PDAC su pomerne dobre optimalizované, avyuzivaju najmda WNT3a-
kondiciované médium, ktoré zaistuje moznost dlhodobého udrzania kultdry (Seino et al.,
2018; Tiriac et al.,, 2018). Kultdry organoidov PDAC sa casto vyuZivaju na genetické
a transkriptomické profilovanie nddorov a v buduicnosti sa hovori o moznostiach ich vyuzitia
pre urcovanie senzitivity k chemoterapii s ciefom zlepsit individualizaciu lieCebnych postupov

(Tiriac et al., 2018).

27



3 Ciel prace

Ciefom prace bolo zistit pritomnost mutdcii vo vzorkach primarnych nadorov.

Poznatky tejto diplomovej price a zavedeny protokol ma byt nasledne vyuZity pre potreby

projektu ,Nddor pankreatu: metabolické zmény asociované s inzulinovou rezistenci”.

Konkrétne bude genetické pozadie pouzité pri stratifikacii metabolomickych profilov danych

organoidov.

Jednotlivé ciele:

Analyza potencialnych alternacii z genomickych databaz

Optimalizacia metddy izolacie DNA, PCR a sekvenovania Sangerovou metddou

Detekcia mutacii génov KRAS, TP53, CDKN2A a SMAD4 v organoidoch odvodenych

z PDAC pomocou sekvenovania Sangerovou metddou a PCR a ich vyhodnotenie

Vyhodnotenie expresnych profilov proteinov K-Ras, p53, p16 a Smad4
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4 Material a metddy
4.1 Material

Izolacia a priprava kultlr organoidov z resekovanych nadorov PDAC nebola sucastou
tejto diplomovej prace, preto je postup popisany iba skratkovite. Po resekcii nddoru bola na
patoldgii oddelend ¢ast nadoru a skladovana v médiu DMEM/F12 a transportovana na lade do
FGU AVCR. N4dor bol zvazeny, niekolkokrat rozstrihany a premyty roztokom HBSS s pridanym
gentamicinom, dalej natrdveny pomocou DH liberdzy (Roche, Merck) a TrypLE (Gibco) 1-2
hodiny. Uvolnhené organoidy boli oddelené od zvysného tkaniva pomocou 200 um sitka
a premyté HBSS. Organoidy boli potom pestované v matrigeli BME (Cultrex Reduced Growth
Factor BME, Type 2 PathClear) podla protokolu popisaného v praci (Seino et al., 2018). Pri
kultivacii boli postupne odoberané vzorky na biochemické a genetické analyzy a skladované v
-80 °C. Schematické znazornenie pripravy kultdry organoidov a ich ndzorné zobrazenie je v

obrazku ¢. 7.

P =
Sy wiieis
- (e ote — —
9 e £ Tl
A resekcia - mechanicka = enzymaticka
disociacia v disocidcia

Obrazok €. 7: Schematické zobrazenie pripravy vzorku pre
pestovanie ex-vivo v3D kultirach orgnoidov. Vytvorené s
BioRender.com (A). Fotografie pestovanych organoidov (B).
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4.2 Subor pacientov

Vzorky resekovanych nadorov boli ziskané v rdmci projektu s ndzvom ,Nador pankreatu:
metabolické zmény asociované s inzulinovou rezistenci” vo Fakultnej nemocnici Kralovské
Vinohrady v Prahe. Do Studie boli zaradeni pacienti s diagnézou PDAC (Stadium O-llb),
indikovani k resekcii nadoru, ktori mali alebo nemali nadorovi kachexiu. Odber
preoperativnych vzoriek pre potreby pestovania primarnych organoidov bol schvaleny etickou

komisiou FNKV.

4.3 lzolacia DNA z bunkovych linii a z ex-vivo pestovanych kultar

K pelete organoidov/buniek bez média, skladovanej pri -80 °C v 1,5 ml skimavke bolo
pridanych 300 pl Cell lysis Solution a 1,5 pl roztoku proteinazy K z kitu Animal and fungi DNA
Preparation kit-solution-based, (kat. ¢. PP-208S, Jena Bioscience, Nemecko), inkubované pri
55 °C, az kym nebol materidl Uplne rozpusteny (u bunkovych linii priblizne 1 hodina,
u organoidov asi 3 hodiny). Vzorky boli dalej spracované podla protokolu vyrobcu nasledovne:
k vyzrazaniu proteinov bol lyzat mieSany s 100 ul Portein Precipitation Solution na vortexe po
dobu 20 sekund a nasledne centrifugovany (15 000xg, 3 min). V pripade ak peleta zrazenych
proteinov nebola pevnd, proces bol zopakovany s medzi krokom, ktory pozostaval z inkubacie
zmesi 10 min na lade aZ potom bola zmes vloZzena do centrifugy. Nasledne bol supernatant
odobrany do 1,5 ml skimavky a pre vyzrazanie DNA k nemu bol pridany >99 % izopropanol,
50x bola skiumavka prevratend pre dostatoéné a Setrné zamieSanie a centrifugovand
(15 000xg, 1 min). Supernatant bol odstrdneny a peleta s DNA bola oplachnutd 500 ul
premyvacim pufrom, zmes bola premieSand opakovanym prevratenim skdmavky a
centrifugovana (15 000xg, 1 min). Peleta s DNA bola susend 15 min pri RT. DNA bola
rozpustena v 50 pl DNA hydratacného roztoku a k nemu bolo pridanych 1,5 ul RNazy A, zmes
bola premiesana opakovanym otacanim skumavky. Pre odstranenie RNA vzorka bola
inkubovana pri 37 °C po dobu 30 min, po ich uplynuti bola teplota zvySena na 65 °C pre
hydratovanie DNA. Nasledne bola zmerana celkova koncentracia a skontrolovana kvalita
izolovanej DNA pristrojom NanoDrop (NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis
Spectrophotometer, Thermo Scientific). DNA bola rozdelend na alikvoty a skladovana pri -20

°C, zriedend pracovna alikvota o koncentracii 10 ng DNA/ul bola skladovana pri 4 °C.
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4.4 Insilico analyza

S vyuzitim databaz TCGA (www.cancer.gov), cBioPortal (www.cbioportal.org),
COSMIC (cancer.sanger.ac.uk/cosmic) a dostupnej literatiry boli vyhladavané najcastejsie
mutované gény vPDAC nadoroch anasledne hladané najcastejSie spbsoby alterndcii
a dohladané hotspot miesta v tychto génoch (presny postup jednotlivych analyz pozri kapitola
Vysledky). Zistené alternacie v génoch nasho zaujmu vyskytujucich sa v pouzitych bunkovych

linidach z databaze cBioPortal (tabulka €. 7) boli vyuzité pre zavedenie a optimalizaciu metdd.

4.5 Navrh primerov pre PCR a sekvenaciu

Pre vybrané useky gendmu boli navrhnuté primery za pomoci nastroja pre tvorbu
primerov Primer3 (Untergasser et al., 2012) na portali NCBI. Primery boli zvolené tak, aby ¢o
najlepsie vyhovovali nasledovnym poziadavkam: 1) velkost 18-25 nukleotidov, 2) obsah GC
parov 40 az 60%, s vyhodou na 3" konci G, C baze, 3) teplota topenia (F) oboch primérov paru
je zhodnd, pripadny rozdiel je 1-2 °C, Tn sa pohybuje + 5 °C okolo 58 °C, 4) jednotlivé
oligonukleotidy netvoria sekundarne Struktury pri teplote, v ktorej sa zmes ocita pri priebehu
reakcie a oligonukleotidy su taktieZz bez opakovani bazi za sebou, 5) nesmu vznikat vzajomné
diméry parov, 6) oligonukleotid Specificky nasadd na urceny usek genédmu.

Amplifikovana oblast bola zvolena s obojstrannym presahom sekvencie o viac ako 50
bp (base pair) pre zaistenie Citatelnosti sekvenogramu v oblasti zaujmu. Ako referencné
sekvencie boli vyuZivané sekvencie z portalu NCBI a to sekvencie s referenénym cislom NCBI:
NG_007524.2, NM_033360.4 (KRAS), NG_017013.2, NM_000546.6 (TP53), NG_013013.2,
NM_005359.6 (SMAD4) a NG_007485.1, NM_000077.5, NM_058195.4 (CDKN2A). Sekvencie
boli prenesené do prostredia programu SnapGene, kde v nich boli vyhladané hotspot miesta
a oznacené nasadacie miesta primerov. Vybrané miesta spolu s hotspot miestami a primermi
su zobrazené v obrazkoch €. 8-11.

V tabulke €. 1 sU zobrazené jednotlivé primery, ich sekvencia, nasadacia teplota
a velkost vysledného produktu. Primery boli pouZité rovnako v PCR aj v sekvenacnych
reakcidch (vZdy ,forward” primer z paru). Primery boli objednané z Metabion International

AG.
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, , X ] velkost |nasadacia
Gén| exon smer nazov sekvencia
produktu | teplota
. Forward KRAS_EX2_F 5'-AAAGGTACTGGTGGAGTATTTGATAGT-3'
vy |EXON 2 == 264 bp 58 °C
< Reverse |KRAS_EX2_R 5'-CTGTATCAAAGAATGGTCCTGC-3'
oc
~ . 5'- ACTGTGTTTCTCCCTTCTCAGG -3'
EXON 3 Forward KRAS_EX3_F 282 bp 60 °C
Reverse |KRAS_EX3_R 5'- TGCATGGCATTAGCAAAGAC-3'
. Forward TP53_EX5+6_F 5'-GTTTCTTTGCTGCCGTCTTC-3' .
EXON 5+6 Reverse |TP53_EX5+6_R 5'-CACTGACAACCACCCTTAACC-3' 515 bp 62°C
] . F d TP53_EX7_F 5'-GCACTGGCCTCATCTTGG-3'
B |EXON7 el 2 212bp | 60°C
- Reverse |TP53_EX7_R 5'-GGGTCAGAGGCAAGCAGA-3'
. Forward TP53 EX8 F 5'-TCTGGCTTTGGGACCTCTTA-3'
EXON 8 == 400 bp 58 °C
Reverse |TP53_EX8_R 5'-GGAAAGAGGCAAGGAAAGGT-3'
. Forward SMAD4_EX3_F 5'-ACTGAGTTGGTAGGATTGTGAGG-3'
EXON 3 2 =2 376 bp | 58°C
< Reverse |SMAD4_EX3_R 5'-AAAGTCGCGGGCTATCTTC-3'
o £ Forward SMAD4 _EX9 F 5'-CTGTGTTGTGGAGTGCAAGTG-3'
< |EXON 9 P =7 431bp | 60°C
E Reverse |SMAD4_EX9_R 5'-CACCGACAATTAAGATGGAGTG-3'
. Forward SMAD4 _EX12_F 5'-GAAATACAGAAAGCTGGTCACTTG-3'
EXON 12 = = 455 b 58 °C
Reverse |SMAD4_EX12_R 5'-TAGGAGCAAGGCAGCAAAC-3' P
. F d CDKN2A EX2 F 5'- TTCGCTAAGTGCTCGGAGTT -3'
< [EXON2 ol L , : 476 bp X
= Reverse |CDKN2A EX2 R  |5'-GCGCTACCTGATTCCAATTC-3
¥ 1 1
=) . Forward LDKN2A _EX3 F 5'-GGAAATTGGAAACTGGAAGC-3
EXON 3 = 539 b X
© Reverse |{CDKN2A_EX3_R 5'-GCTGAACTTTCTGTGCTGGA-3' P
i EXON 2 Forward CDKN2A 2 _EX2_F |[5'- TCCCCTTGCCTGGAAAGAT -3' 406b y
::" Reverse |CDKN2A 2_EX2_R |5'-TTCCCCTGCAAACTTCGTC-3' P
2 . C 5'-GGGTAATTAGACACCTGGGGC-3'
€ |ExON3 Forward CDKN2A 2 EX3 _F 587 bp X
o Reverse |CDKN2A 2 EX3 R |5'-CAGGGCGATAGGGAGACTCA-3'
4.6 PCR

Pre polymerazovu retazovu reakciu (PCR) boli vyuZivané DNA polymerdzy, ktoré

podla vyrobcu vykazuju vysoku presnost prepisu: Tws (TopBio), Pfu DNA polymerase,

recombinant (kat. ¢. EP0501, Thermo Scientific), Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (kat.

¢. F530S, TermoFisher Scientific) a Phusion Plus DNA Polymerase (kat. ¢. F630S, ThermoFisher

Scientific). V tabulke €. 2 je zobrazeny pouzity protokol a tabulka €. 3 zobrazuje zlozky PCR

reakcie.

Priprava reakcii prebiehala v oddelenej miestnosti v PCR flow boxe. Reagencie boli

pred pouzitim kratko premiesSané na vortexe a stocené na stolnej centrifuge. Pre kazdy par

primerov bol zhotoveny master mix (MM = pufor, dNTPs (2'-deoxynukleosid 5'-trifosfaty),

FWD (forward) a REV (reverse) primer, voda, enzym), ktory bol po premiesani rozdeleny na

samostatné reakcie a ndsledne bol k nim pridany templat. Vidy bola zhotovena negativna
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kontrola (NK) (miesto pridavku DNA do reakcie bol pridany rovnaky objem vody pre udrzanie
koncentracie reakcie) a templat uréeny k analyze (DNA z bunkovych linii/organoidov) a po
zavedeni protokolu aj pozitivna kontrola (PK: MM + DNA /HEK-293 /PATU 8902). Tato reakcia
prebiehala vobjeme 10 pl. Velkost amplikénu bola skontrolovany pomocou DNA
elektroforézy (pozri kapitola 4.7). V pripade pozitivneho vysledku u analyz génu CDKN2A
postup konci (zopakovanim rovnakého vysledku 2x) a ugénov KRAS, TP53, SMAD4 bolo
pristipené k priprave amplikonu k sekvenacii ato opat pripravou popisovanej reakcie,
tentokrat v objeme 20 ul. Amplikdn z prvej PCR 10 pl reakcie bol vyuZivany ako templat
naslednej 20 pl z dovodu obmedzeného mnoistva DNA a zvySenia Specifity produktov. V
pripade vyuZivania produktu reakcie PCR ako templdtu, bola NK vyhotovena s pridavkom
rovnakého objemu z predchadzajucej reakcie PCR NK. Takto pripravené reakcie boli uréenej
k naslednému precisteniu (v pripade pozitivneho vysledku overovaného na agarézovom gély)
a sekvenacii.

Ak boli sekvenacie necitatelné bola reakcia opakovane pripravend v 40 ul objeme pre
zvySenie mnozstva amplikdnu. V pripade vzniku neSpecifického produktu bola reakcia
opakovana. V pripade negativneho vysledku PCR bola reakcia taktiez opakovanad. PCR reakcia

prebiehala v pristroji C1000 Touch Thermal Cycler (Bio rad).

A Krok teplota cas opakovania
pocdiato¢na denaturacia 95°C 5 min 1x
denaturacia 95°C 20s
nasadanie primerov podla paru primerov (viz. tab. ¢. 3) 155 30-35 %
elongacia 72°C 20-30s
konecna elongacia 72°C 1 min 1x
chladenie 12°C oo
B Krok teplota cas opakovania
pociatoc¢na denaturacia 98 °C 30s 1x
denaturdcia 98 °C 10s
nasadanie primerov 60 °C 10s 30 x
elongacia 72°C 20s
konecna elongacia 72°C 5 min 1x
chladenie 12°C oo
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A B

Phusion/Tws/Phusion plus | 0,1 pl 0,2 pl 04 pl Pfu 0,2 pl 0,4 pl 0,8 pl
5 ¥ HF/Phusion Plus buffer 2ul Al gl 10 x Pfu pufor + MgS04 1pl 2l 4 pl
2 mM dNTPs 1 pl 2l 4l 2 mM dNTPs 1pl 2l 4 pl
FWD primer 3 pM 1pl 2l 4l FWD primer 3 pM 1 pl 2ul 4 pl
REV primer 3 pM 1l 2l 4 pl REV primer 3 pM 1l 2l 4 pl
voda 3,9 pl 7.8 pl 15,6 pl voda 4.8 pl 9,6 ul 19,2 pl
Templatova DNA 10ng/ul 1pl 2ul 4l Templatova DNA 1pl 2 pl 4 pl
vysledny objem 10 pl 20 pl A0 pl vysledny objem 10 pl 20 pl A0 pl

4.7 DNA elektroforéza

Pre overenie velkosti a pritomnosti PCR amplikénu bol pripraveny 1,5 % agardzovy
gél (PCR agarose, kat. ¢. PO45, Top-Bio s.r.o.) rozpusteny v roztoku TBE (zloZenie: Tris, kyselina
borita, EDTA), ktory bol zriedeny zo zasobného 5x koncentrovaného roztoku. Do aparatury,
do ktorej bol naliaty roztok rozpustenej agardzy v TBE, boli vioZzené hrebienky pre vytvorenie
jamiek. Gél tuhol priblizne 30 min. Po zatuhnuti bol gél vloZzeny do TBE pufru (zriedeny s H0 z
5x koncentrovaného zdsobného roztoku), kde do gélu boli nanesené vzorky pripravené na
elektroforézu.

Priprava vzoriek prebiehala nasledovne: k5 dielom DNA bol pridany 1 diel zmesi
nandsacieho pufru (Oragne DNA Loading Dye (6x), kat. ¢. R0631, ThermoFisher Scientific)
a farby (GelRed® Nucleic Acid Gel Stain, 10,000x, kat. ¢. 41002, Biotium) pre vizualizaciu DNA
v pomere 1:10 000. Nanasaci pufor sa v elektrickom poli rozdeli na 2 zloZzky, kedy jedna z nich,
Bromphenol blue putuje s fragmentami o velkosti priblizne 110 bp a druha Xylene cyanol FF
s priblizne 1300 bp velkymi fragmentami vdaka ¢omu je moiné sledovat priebeh
elektroforézy. Takto pripravené vzorky boli spolu s 0,5 pug Standardu molekulovych hmotnosti
(M) (Thermo scientific GeneRuler DNA Ladder Mix, kat. ¢. SM0O0331, Thermo scientific,)
(obrazok €. 12), pre vizualnu kontrolu velkosti amplikénov,
nanesené na gél. Fragmenty boli rozdelované pri napati 90
V po dobu 30 min. Po ich uplynuti bol gél vizualne
skontrolovany pod UV svetlom (kat. ¢. 10 102713, Uvitec,
UK) a odfoteny na mobilny telefén. Takto vzniknuté

fotografie boli upravené vprograme Imagel ato
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nasledovne: prenesenie do Cierno-bielej a Uprava jasu a kontrastu pre lepsiu viditelnost

fragmentov na fotografii.

4.8 Precistenie PCR reakcie

Amplikén o poZzadovanej velkosti bol po deleni pomocou agardzovej elektroforézy
vyrezany pod UV svetlom, za ¢o najkratSieho osvietenia avloZeny do 1,5 ml skdmavky.
Vyrezana Cast gélu bola odvazena na vahach a dalej izolacia prebehla podla navodu vyrobcu
kitom Kit Agarose Gel Extraction Kit (kat. ¢. PP-202L, Jena Bioscience, Nemecko) nasledovne:
na 1 diel (100 g) 1,5 % agardzového gélu nélezia 3 diely (3x 100 ul) extrakéného pufru, ktoré
boli zmiesané a spolu inkubované za ob¢asného premiesania pri 60 °C 10 min. Nasledne bol
pridany 1 diel (100 pl) izopropanolu, zmes bola zamieSand a prenesend do aktivovanej
kolonky, ktorej aktivacia prebehla nasledovne: do kolonky, vloZenej v zbernej nadobke, bolo
napipetovanych 100 pl aktivacného pufru a centrifugovanych (10 000xg, 30 s). Kolonka
s rozpustenym gélom bola stocend (10 000xg, 30 s) anasledne 2x oplachnutd 700 pl
premyvacieho pufru a centrifugovand (10 000xg, 30 s). Tekutina zo zbernej nadobky bola
v kazdom kroku odstrafiovana. Pre eltciu bola kolonka vloZzena do Cistej 1,5 ml skimavky. Do
stredu kolonky bolo nanesenych 30 pl vody a inkubované 5 min pri RT a nasledne stocené
(10 000xg, 5 min). DNA bola rozpustena do vody a jej Cistota a koncentracia bola zistena
pomocou pristroja NanoDrop. PCR produkty boli po nelspesne;j izolacii cez kolonky odosielané
do Stiediska sekvenovani Mikrobiologického Ustavu AVCR, v.v.i. (pozri kapitola 4.9), kde boli

pomocou chromatografie ¢i enzymov nespecificky precistené.

4.9 Sekvenovanie podla Sangera

Vybrané exdny spolu s ¢astami prilahlych intrénov boli po amplifikacii a kontrole
velkosti a kvality elektroforézou izolované z gélu, pripadne odosielané neprecistené priamo
po kontrole. Amplikdny boli sekvenované v Stfedisku sekvenovani DNA, Mikrobiologického
Ustavu AVCR v. v. i. (http://www.biomed.cas.cz/mbu/lab119/onas.htm). Neprecistené reakcie
tu boli purifikované pomocou afinitnej chromatografie ¢i enzymov. Stredisko vyuziva

automaticky geneticky analyzator ABI PRISM 3130xl.
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4.9.1 Analyza sekvenogramov

Sekvenacie boli zo strediska zasielané vo formate .ab1 a .txt. Subor vo formate .ab1
so sekvenaénymi datami bol otvoreny v programe Chromas. Ziskana sekvencia bola v online
nastroji SIM alignment (https://web.expasy.org/sim/) porovnand swt referencnou
sekvenciou ziskanou z NCBI. Rozdiely boli dohladané aanalyzované. Taktiez cely

chromatogram bol analyzovany manualne s dérazom na hotspot.

4.10 Lyzovanie buniek z bunkovych linii a z ex-vivo pestovanych kultur

K peletu buniek/organoidov v 1,5 ml skimavke bolo pridanych 30-50 pl lyzacného
pufru v zavislosti na velkosti pelety. Vzorky boli inkubované 30 minat na lade a nasledne
stoené pre odstranenie bunecnych ciastociek (1000g, 5 min, 4°C). Koncentrdcia proteinu bola
nasledne urcena metddou BCA (bicinchoninovej kyseliny) a vzorky boli uchovavané pri -20 °C.
Zlozenie lyza¢ného pufru bolo 50 mM Hepes, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X100, 10%
glycerol, pH 7,4, 1 mM PMSF, 1x koktejl proteazovych inhibitorov (kat. ¢. P8340, Sigma-
Aldrich).

4.11 Stanovenie mnoistva proteinu lyzatov

Metddou BCA bola vo vzorkach urcena celkova koncentracia proteinu. Biuretovou
reakciou za Ucasti BCA katidony medi zo soli CuSO 4 za pritomnosti peptidovych vazieb reaguju
so sodnymi solami BCA. Cinidlo je pripravené v pomere 1 diel CuSO 4 a 50 dielov roztoku BCA
(Pierce™ BCA Protein Assay Reagent A, kat. ¢. 23223, ThermoFisher Scientific) a reakcia
prebieha pocas inkubdacie pri 37 °C. Meranim absorbancie zafarbenej kvapaliny pri 562 nm
arade Standardov o znamej koncentracii BSA (5 — 50 pug proteinu) (bovinného sérového

albuminu) bola stanovena koncentracia pripraveného lyzatu.

4.12 SDS elektroforéza a western blot

Priprava vzorku pre analyzu prebiehala nasledovne: bunecny lyzat o znamej
koncentracii proteinov bol nariedeny na pozadovanu koncentraciu celkového proteinu
svodou asample buffer s 10 % beta-mercaptoethanolom, ktory bol 5x koncentrovany.
Vysledny celkovy objem predstavoval 30 pl/jamku. Nasledne bola vzorka povarena 10 min.

Vysledna koncentracia beta-mercaotpethanolu vo vzorku bola 2% (v/v).
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Na zaklade molekulovej hmotnosti proteinov Smad4, p16, K-Ras a p53 boli pripravené
gély o koncentracii 10%, 12% a 15% (tabulka €. 4) deliaceho gélu. Vsetky dalej obsahovali 4%
zaostrovaci gél. Chemikalie boli zmiesané postupne podla tabulky €. 5 a naliate do pripravenej
aparatury so sklami spriemerom 1,5 mm. Spodny gél bol po naliati prevrstveny
izopropanolom a po jeho zatuhnuti (priblizne 30 min) bol nan naliaty gél vrchny, zaostrovaci,

s hrebienkom (doba tuhnutia asi 20 min).

gél protein
10% p16, p53
12% K-Ras
15% Smad4
A B
spodny deliaci gél horny zaostrovaci gél
Chemikalie 15% 12% 10% Chemikalie 4%
d H,0 1,51ml | 3,11ml | 4,18 ml d H,0 1,01 ml
30 % Akrylamid 8,00ml | 640ml | 5,33 ml 30 % Akrylamid 0,35 ml
TRIS 8,8 pH 6,00 ml 6,00 ml 6,00 ml TRIS6,8pH0,25 M 1,50 ml
SDS 5% 032ml | 0,32ml | 0,32 ml SDS 5% 60 pl
TEMED 160 pl TEMED 45 ul
APS 10% 6 ul APS 10% 8l

Vzorky boli napipetované do jamiek. Do prvej jamky bol naneseny rebrik (Precision
Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards, kat. ¢. 1610375, BioRad), co
predstavuje Standard s farebne oznaéenymi proteinmi o velkostiach 10-250 kDa (obrazok €.
13) v objeme 10 pl. Do dalSich jamiek boli nanesené postupne vzorky a to 40 ng celkového
proteinu na jamku v pripade lyzatu z bunkovych linii a 20 ng celkového proteinu na jamku
v pripade lyzatu organoidov.

Delenie v elektrickom poli prebiehalo sl
v aparature Mini-protean 11 (BioRad).
Zarovnavanie  proteinov v hornom  gély
prebiehalo pri 75 V 40 min a po prejdeni
proteinov do spodného gélu bolo napatie
zvysené na 150 V, az kym celo nedobehlo na

koniec gélu (asi 1 hodinu). Po rozobrani aparatury bol gél prilozeny na PVDF membranu a pri
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konstantnom prude 0,3 Aza 75 min boli proteiny prenesené na membranu, ktord bola
blokovand v 5% mlieku bez tuku rozpustenom v TTBS 1 hodinu. Po oplachnuti, ktory vidy
predstavoval 3x 10 minut na kyvacke s TTBS, membrana bola cez noc vloZena do roztoku
primarnej protilatky v TTBS (riedenia jednotlivych protilatok v tabulke €. 6, vyrobca ABclonal)

a po dalSom oplachu vloZzena do roztoku sekundarnej protildtky a TTBS na 1 hodinu. Po
poslednom oplachnuti a premyti v TBS bola membrdna inkubovana v substrate chrenovej
peroxidazy West Femto(kat. ¢. 34096, Thermo Fisher Scientific). Signal bol detekovany
cheminiluminiscenénou reakciou na pristroji ChemiDoc. Uspesnost prenosu proteinov na

membranu bola kontrolovana po skonceni pokusu pomocou farby Coomassie Blue.

nazov pouzité riedenie

KRAS Rabbit Ab (kat. ¢ A1190) 1:500-1:1000
p53 Mouse mAB (kat. ¢. A10610) 1:500-1:2000
SMAD4 Rabbit mAb (kat. ¢. A119116) 1:500-1:2000
CDKN2A/p16INK4a Rabbit pAb (kat. ¢. A0262) 1:500-1:2000
Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)-HRP Conjugate 1:10000
Secondary antibody (kat. ¢. 170- 6515)
Goat anti-Mouse 1gG (H+L) CrossAdsorbed

1:10000

Secondary Antibody, HRP (kat. ¢. 31432)
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5 Vysledky
5.1 Analyza genomickych databaz

Onkogenézii predchadzaju mutaéné zmeny buniek. Analyzou velkého mnoZstva dat
ziskanych v réznych stadiach zhromazdenych v genomickych databazach je mozné vyhladat
opakujuce sa mutacné vzorce vyskytujuce sa vdanom type nadoru, ktory je moiné si
vyfiltrovat. Za ic¢elom ziskania informacii o mutacnych zmenach v PDAC bunkach boli vyuzité
databdze: TCGA (www.cancer.gov), cBioPortal (www.cbioportal.org) a COSMIC
(cancer.sanger.ac.uk/cosmic). Tieto poznatky boli dalej spracované avyuZité kurceniu
postupu cielenej mutacnej analyzy.

Prvym krokom bola analyza spektra mutovanych génov detegovanych v PDAC. 20
najfrekventovanejSich mutovanych génov (frekvencia <2,5 %) je zobrazenych v obrazku €. 14.
Ten bol vytvoreny v databaze TCGA, kde bol vybrané pankreas ako ,,primary site”. V Studiach,
ktoré TCGA ponukla bolo 315 pripadov PDAC, s uvedenymi génmi najcastejSie alternovanymi.
Tento graf predstavoval predbeiny odhad a charakter mutdcii vyskytujucich sa v PDAC.
Ziskana predstava bola podporend dvomi dalSimi webovymi portalmi ato cBioPortal
a COSMIC (pozri kapitola 5.1.1). Popisovana analyza TCGA je dostupna na tomto odkaze:
https://bit.ly/2VpMtZ7.

Rozdelenie najéastejdie mutovanych génov

Podla pouzitych databaz najcastejSie dochadza k alternacidm v 4 génoch, z ktorych je
jednym proto-onkogén KRAS a TS gény TP53, SMAD4 a CDKN2A.
Vyhradne tieto 4 gény boli urcené k dalSej analyze, kedZe k ich mutacidam dochadza

s vyrazne vyssou frekvenciou (ostatné gény su mutované s frekvenciou mensou ako 10 %).
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5.1.1 Insilico analyza genetickych alternacii génov KRAS, TP53, SMAD4, CDKN2A

Vybrané gény boli dalej analyzované kvéli zistovaniu presného charakteru
onkogénnej mutacie v dostupnej literatire a databazach. V databaze cBioPortal boli
vyfiltrované data z dvoch studii, t.j. Pancreatic Cancer Nat Comm 2015 (Witkiewicz et al.,
2015) a Studie oznacenej ako ,,PDAC Firehose Legacy”, obsahujucich mutacnu analyzu aj copy-
number analyzu, celkova kohorta 295 vzoriek. Tieto Studie boli zaradené do nasej analyzy na
zdklade toho, Ze poskytuji moznost filtrovat striktne vzorky pacientov s duktdlnym
karcindmom, obsahujice muta¢nl analyzu a analyzu poctu alel (,copy number analysis“).
Zakladny prehlad genomickych alternacii obsahuje homozygotné delécie (,,deep deletion”),
amplifikdciu (,,amplification”) a mutacie (ré6zne typy jedno-nukleotidovych polymorfizmov).
Prehlad je zobrazeny v obrazku 15A. V nasledujucich krokoch je mozné analyzovat samotné
mutacie (polymorfizmy) pre jednotlivé zvolené gény, tj. KRAS, TP53, CDKN2A a SMAD4
(frekvencia vyskytu 83 %, 54 %, 20 % a 10 % z celkovej kohorty). Grafické zobrazenie typov
mutacii (polymorfizmov), ku ktorym dochddza frekventovane v PDAC vo vybranych 4 génoch,
je vobrazku 15B. Analyza vdatabdze cBioPortal je dostupnd na tomto odkaze:

https://bit.ly/2VmquiR.
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A PREHLAD GENETICKYCH ALTERNACII V

PDAC
Gén vyskyt
KRAS KRAS 83%
_ TP53 54%
SMAD4 = 20%
[l e E——. CDKN2A = 10%
Mot
CDKMN2ZA F
0 20 100 150 200 250 300

B AMPLIFIKACIA ®HOMOZYGOT. DELECIA ® MUTACIA

B KRAS
TP53
SMAD4
CDKN2A

Obrazok 15: Typy genetickych alternacii ¢asto postihujice bunky PDAC v 4 najcastejSie mutovanych génoch
KRAS, TP53, CDKN2A, SMAD4. V tabulke v pravej Casti je prepocitany pocet substitu¢nych mutacii v
analyzovanej vzorke na percenta postihnutych pripadov (A). Zobrazenie druhov bodovych mutacii, ktoré sa
vyskytujd v PDAC v analyzovanych génoch s frekvenciou vyskytu. Velkost kruhu grafu odzrkadluje poéetnost
vyskytu tohto typu alternacie v jednotlivych génoch v PDAC (B). Zdroj https://bit.ly/2VmaqulR.

Podobnu analyzu sme urobili aj na portdli TCGA. Ako inklizne kritéria pre vyber
vzoriek boli zvolené: v zalozke ,,primary site” filtrované data z pankreasu a v ,,sample type”
boli filtrované data z primarnych naddorov. Zarover sme filtrovali iba data z mutacii, ktoré su
obsiahnuté v databdze COSMIC. Vygenerované data predstavuju Statistiky genetickych
alternacii pre zvoleny filter, t.j. pankreatické primarne nadory, celkova kohorta 315 pripadov.

Kvalitativne su data z TCGA rovnaké ako z cBioPortal. TCGA na rozdiel od cBioPortal ponuka

48



priamo Statistiku jednotlivych mutacii s mozZznostou ich radenia. Pre KRAS, celkovy pocet typov
mutacii vo zvolenej kohorte je 15, pre TP53 140, pre CDKN2A 49 apre SMAD4 56 (pozri
https://bit.ly/3jzCljf). Dalej sme v TCGA nechali zoradit jednotlivé mutécie podla pocetnosti

vo zvolenej kohorte. Tieto ddta suU zobrazené v obrazku ¢. 16 (pre mutacie s frekvenciou

vacsou ako 1,8%).

Mutécie s frekvenciou vyskytu > 1,8 %
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Jednotlivé vzorky su podobne ako v cBioPortal charakterizované typom mutacie
(substitucia, inzercia, delécia). Medzi génmi Casto postihnutymi substitucnou mutdciou sa
nachadzaju gény KRAS, TP53 a CDKN2A (obrazok €. 16). Posledny z analyzovanych génov, gén
SMAD4, sa vtejto vzorke pacientov vyskytuje s frekvenciou 1,21 %, konkrétne substitucia
R361C. S rovnakou frekvenciou sa v tejto vzorke vyskytuje aj mutacia v géne GNAS, konkrétne
R844H a s frekvenciou 3,03 % transkript DNM1P4. Tieto neboli vybrané k dalSej analyze.
Analyza databaze TCGA je dostupna na odkaze: https://bit.ly/379ZkBa.

Bodové mutdcie boli ndsledne vyhladané a oznacené hotspot miesta vybranych 4

génov. Hotspot miesta su graficky zobrazené v obrazku €. 17.
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Dalej sme overili data s pomocou COSMIC analyzy, kde bol dosiahnuty podobny
vysledok. Analyza dostupna na odkaze: https://bit.ly/3IfVEWH.
Overenie ziskaného prehladu predstavovala zhoda v troch odlisSnych databdzach

a bolo mozné sa v dalsich krokoch riadit ziskanymi vzorcami.

Navrhnuty postup analyzy pre jednotlivé gény zvoleny na zdklade dat ziskanych in silico
analyzou:

Mutdcie KRAS

Vacsina vzoriek, ktoré obsahovali mutaéna analyzu bolo mutovanych v koddéne 12,
takmer 90 %. V. menSom pocte je alela amplifikovana a mutovana zaroven. Vsetky mutacie su
substituéné. S nizSou frekvenciou k nim dochadza aj v kodénoch 13 a 61. Tieto vyhradné tri
miesta sa nachadzaju na exénoch 2 a 3. Preto bola ich analyza zvolena formou sekvenovania

exonov 2 a 3. Grafické zobrazenie rozloZenia mutacii v sekvencii proteinu je v obrazku €. 17A.
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Mutdcie TP53

V géne TP53 v PDAC dochdadza k desiatkam mutdcii, ktoré zasahuju gén po celej jeho
sekvencii. Je vSak moZné pozorovat urcity vzorec ato taky, Ze najcastejSie su mutacie
sustredené do DBD domény. Najfrekventovanejsie mutdacia TP53 v PDAC je podla cBioPortal
R175H (11/295), ktora je onkogénna (Chang et al., 2016; Gao et al., 2017). Missense mutacie
tvoria majoritu genetickych alternacii, mnoistvo z nich sU onkogénne. Mutované su
frekventovane exény 5, 6, 7 a 8 (DBD proteinu), preto boli zvolené k sekvenacii. Grafické
zobrazenie rozloZzenia mutacii v sekvencii proteinu je v obrazku €. 17B.

Mutdcie SMAD4

TS gén, je mutovany v rovnakej miere ako homozygotne deletovany. Samotné
mutdcie su najcastejSie nonsense a frameshift delécia/inzercia. Bodové mutdcie podla dat
z databdz postihuju najma exény 3, 9 a 12, ktoré budu sekvenované. Grafické zobrazenie
rozlozenia mutacii v sekvencii proteinu je v obrazku ¢. 17C.

Mutdcie CDKN2A

NajcastejSia je homozygotna delécia. Zastupené mutdcie si nonsense a frameshift
delécia/inzercia, ktoré sa prejavuju predéasnym stop-kodénom ateda skratenim proteinu.
Pritomnost génu bude analyzovana PCR amplifikdciou exdnov 2 a 3. Grafické zobrazenie
rozloZzenia mutdcii v sekvencii proteinu je v obrazku €. 17D.

Vyslednym krokom analyz bolo vytvorenie primerov pre amplifikdciu uréenych
usekov génov, ktoré boli navrhnuté s ohladom na nasledovnu sekveniaciu (pozri obrazky ¢. 8-

11) a vyber protilatok.

5.1.2 Insilico analyza mutacii v bunkovych liniach

Pre zavedenie analyzy a overenie jej U¢innosti bolo potrebné ju otestovat na vzorkach
so znamym genetickym pozadim analyzovanych génov. Za tymto ucelom boli vybrané bunkové
linie dostupné na pracovisku. K mapovaniu dostupnych mutdcii na bunkovych linidach bol
pouzity webovy portal obsahujuici genomické data cBioPortal, kde boli zvolené tri dostupné
Studie obsahujuce data bunkovych linii, tj. Cancer cell line Encyclopedia (Ghandi et al., 2019;
Nusinow et al., 2020) Cancer Cell Line Encyclopedia (Barretina et al., 2012) NCI_60 Cell Lines
(Reinhold et al.,, 2012) a gény KRAS, TP53, CDKN2A, SMAD4. V ponuke , OncoPrint“ a

»Mutations” boli vyhladané bunkové linie a zaznamenané ich genetické alternacie v
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pozadovanych génoch. Prehlad mutdcii ziskanych z cBioPortal je uvedeny v tabulke ¢. 7.

Analyza databaze cBioPortal dostupna na odkaze: https://bit.ly/3s3Q23h.

KRAS TP53 CDKN2A SMAD4
PATU 8902 G12v C176S homodeletion
PANC1 G12D R273H homodeletion amplification
MiaPaCa2 G12C R248W homodeletion
BT474 E285K homodeletion
T47D L194F
MCF7 homodeletion homodeletion®
CAL51
Hs578T V157F homodeletion
MDA-MB-231 G13D R280K homodeletion
HCT116 G13D
HEK293
HELA

5.2 Optimalizacia zvolenej analyzy
5.2.1 Optimalizacia PCR

K optimalizacii vSetkych krokov postupu boli vyuzité nasledovné bunkové kultiry:
pankreatické nadorové (MiaPaCa2, PANC1 a PATU 8902) a embryonalnej linia (HEK-293). Dalej
boli vyuZivané ako PK.

K zisteniu optimalnej teploty nasadania primerov bolo pre kazdy par vyuZité
gradientové PCR, teda rovnaka reakcia cyklujica pri inej teplote nasadania primerov (teploty
zvolené okolo teploty topenia pre primery paru vypocitanej pomocou nastroja Primer3)
(obrazok ¢. 18A). Vysledna teplota nasadania bola zvolena tak, aby pri reakcii vznikal vidy
jeden $pecificky prazok v ¢o najva¢iom mnozstve. Podobnym spdsobom boli zvolené aj dizky

jednotlivych cyklov a koncentracia MgSO4 (obrazok ¢. 18B).
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Vzhladom na nedostatok materialu k analyze bol testovany minimalny obsah DNA
v reakcii. Tim bolo zistené, Ze je mozné pouzit 5 ng DNA na 10 pl reakciu. Zvoleny obsah DNA
v reakcii bol stanoveny na 10 ng DNA na 10 pul reakciu.

Ukdazka PCR produktov vybranych usekov génov KRAS, TP53 a SMAD4 vytvorenych
optimalizovanym protokolom s DNA 293-HEK je zobrazena na obrazku (obrazok €. 19). Dalej
vyuzivané ako PK. Zavedeny protokol bol pouzity na linidch MiaPaCa2, PANC1 a PATU 8902.

Vytvorené 20 ul reakcie boli sekvenované.

Exdn 2 3 5+6 7 8 3 9 12
Gén KRAS TP53 SMAD4
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Primery pre exdn 2 a 3 génu CDKN2A vykazovali nespecifické nasadanie a to aj pri
teplote 62 °C, i so zvySujucou teplotou nasadania primerov sa Specifita reakcie nemenila
(obrazok €. 20A). Preto bol navrhnuty dalsi par primerov pre tieto exény, avsak v reakcii opat
dochddzalo ktvorbe nespecifickych produktov. Oba pary primerov boli testované na
bunkovych linidch u ktorych, podla databdz, je tento gén deletovany a to u linii PANC1, MCF7,
MiaPaCa2 aliniach PATU 8902, T47D majucich formu wt (obrazok €. 20B). Vo vzniknutych
produktoch nebol pozorovany taky rozdiel, aby sa dalo jednoznacne urcit ¢i doslo k delécii
sledovaného génu alebo nie. Produkty reakcii s pouzitim jedného aj druhého paru primerov
boli nespecifické. Nasledne bola pre reakciu vyuzitd polymeraza Phusion Plus, ktorej od
vyrobcu definované prostredie napomaha stabilizacii diméru primer-templat ¢im zvysuje
Specifitu reakcie (https://bit.ly/3AcSoQg). Reakcia s vyuZitim tejto polymerazy na rovnakych
templatoch (PATU 8902, PANC1, MCF7, MiaPaCa2 a T47D) s vyuZitim primerov oznacenych
v tabulke €. 1 ako CDKN2A-2.0 je zobrazena v obrazku €. 20C. Oba useky DNA bolo mozné
Specificky naamplifikovat u linii T47D a PATU 8902 a produkt nevznika u linii PANC1, MiaPaCa2
a MCF7 (usek sa v gendme nenachdadzal). Vysledky sa zhoduju s ddajmi ziskanymi z databaz

a zapisanymi v tabulke €.7. K dalSej analyze boli zvolené pary primérov CDKN2A-2.0.
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5.2.2 Precistenie reakcie a sekvenacia

Po zavedeni PCR amplifikacie mohlo byt pokrocené k dalsiemu kroku a amplikény boli
pripravované k sekvenacnej reakcii. Pre Citatelnost sekvenacnej reakcie je nevyhnutny presny
pomer dNTP/ddNTP a pritomnost primeru v pozadovanom smere (Sanger et al., 1977). Preto
je nutné PCR reakciu pred samotnou sekvendaciou precistit. S tymto tcéelom bola PCR reakcia
spolu s farbi¢kou rozdelend v agardézovom géle. Po prebehnuti delenia DNA o réznych
velkostiach v elektrickom poli boli amplikény o pozadovanej velkosti vyrezané a pomocou
kitu: Kit Agarose Gel Extraction Kit precistené. Vytazok z izolacie kolonkou bol vsak prilis nizky
a nedostacujuci pre sekvenacnu reakciu. Preto muselo byt pouzité nespecifické precistenie od
nukleotid trifosfatov, primérov, enzymov a zloZiek pufru, ktorych pritomnost v reakcii
neumozni jej Citatelnost.

Vysledky sekvenacii na pankreatickych buneénych linidch po jednotlivych exénoch su

uvedené v tabulke ¢.8.

gén KRAS TP53 SMAD4
exon 2 3 5 6 7 8 3 9 12
PATU 8902 G12v wt C176S wt wt wt wt wt wt
PANC1 G12D wt wt wt R248W wt wt wt wt
MiaPaCa2 G12C wt wt wt wt R273H wt wt wt

5.2.3 Detekcna hranica mutacii u vzoriek s heterogénnym pozadim

Vzorky organoidov predstavuji nehomogénnu bunkovld zmes (subpopulacie
rakovinnych buniek, fibroblasty a imunitné bunky) a preto bolo potrebné zistit, pri akom
percentudlnom zastlpeni este sme schopni zachytit vlastnd mutéciu v zmesi. Pripravili sme
zmes DNA vyizolovanej z bunkovych linii s formamiwt (293-HEK) a mutdciou p.G12C
(MiaPaCa2) v pomere 3:1, 1:1 a 1:3 a urobili PCR s primermi pre amplifikovanie exénu ¢islo 2,
génu KRAS. PCR produkty sa po precisteni osekvenovali. Jednotlivé ¢asti sekvenogramov
reprezentujuce sekvenciu koddnu G12 a prilahlé nukleoidy, zoradené podla vzostupnej
koncentracie mutovanej formy (DNA MiaPaCa2), a zostupnej koncentracie wt formy (DNA
HEK-293) zobrazené v obrazku €. 21. V nasich podmienkach je mozné detegovat mutdciu ak je

v zmesi 25 % tejto alely, avSak v zavislosti na kvalite analyzovanej sekvenacie.
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5.3 Analyza vzoriek z primarnych organoidov PDAC

Pocas spracuvania diplomovej prace boli vlaboratériu prijaté, vypestované
a odobrané na analyzu tri primarne kultdry oznacené P57, P45 a P58. Nasledne bola
vyizolovana DNA z vypestovanych organoidov. Vytazky izolacii vzoriek predstavovali priblizne
1 pg gendmovej DNA. Optimalizovany protokol bol pouZity na gendmovu DNA ex-vivo

pestovanych organoidov.

5.3.1 KRAS

Rovnakym spdsobom prebiehala analyza organoidov P57, P45, P58 ako u bunkovych
linii. Po amplifikacii Specifického produktu pre exdny 2 a 3 boli osekvenované. Sekvenogram
bol prehladny a jednotlivé mutacie bolo jednoznacne mozné odhalit. Objavené mutdacie a ¢asti
sekvenogramov su zobrazené spolu s detegovanymi variantami v obrazku ¢. 22.

U najcastejSie mutovaného génu v PDAC pozorujeme u nasSich vzoriek jednu

nemutovanu formu (P57) a u vzoriek P45 a P58 sledujeme varianty v koddne 12.
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KRAS
Vzorka P57 P45 P58

EXON 2 wt G12R G12v
EXON 3 wt wt wt

5.3.2 TP53

Amplifikdcia vybranych uUsekov TP53 prebehla optimalne, PCR produkty boli
precistené a osekvenované. Hranica Citatelnosti sekvenogramu bola predpokladana po prvych
50 bazach. Tento fakt bol brany do uvahy pri designovani primerov. Aj ked bol vytvoreny
Specificky PCR produkt, sekvenogramy TP53 amplikénov boli velmi zle Citatelné z dévodu
vysokého pozadia aj s pouzitim réznych DNA polymerdz. Jeden priklad PCR produktu
a nasledne zle Citatelného sekvenogramu je v obrazku €. 23. V pripade niektorych sekvendcii
nie je mozné Citat prvych priblizne 100 bazi, taktieZ sekvenogramy exénu 7 od P57 a exdnu 8
od P45 a P58 neboli Citatelné vobec aj po niekolkych opakovaniach. Sekvenogramy boli
analyzované individualne a bodové mutacie vyhodnocované empiricky. Identifikovali sme
niekolko substitu¢nych mutacii a jednu nonsense mutdciu, ktoré su uvedené v tabulke €. 9 pre
jednotlivé exdny 5 (9A), 6 (9B) a 7 (9C). Najcastejsie reportované onkogénne hotspot mutacie
v miestach p.R175 a p.R248 neboli v nasich vzorkach identifikované. Exén 8 gendmu vzorky

P57 neobsahoval Ziadnu alternaciu.
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Pozorujeme skutocénost, Zze vtomto najcastejSie alternovanom proteine v [udskych
nadoroch (https://dcc.icgc.org/projects) gendm P57 neobsahuje Ziadnu substitu¢ni zmenu (v

osekvenovnych usekoch).

KRAS extn 3 TP53 exén 7
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A
TPS3 EXON 5
WT P57 P45 P58
poradie koddn koddn amk. kodan amk. kodon amk.
R136 CGC GGC G
H168 CAC CAG R
C176 TGC TACAAC N AGC 5
P177 CCC CCG P
B
TPS3 EXON 6
WT P57 P45 P58
poradie koddn koddn amk. kodan amk. kodon amk.
Qaisz CAG CAT H
R196 CGA CCA P
E198 GAA GEA e
L206 TG TAG -
D208 GAC GGC G
F212 T TTA L
5215 AGT ACT T
V218 GTG GTA v
C D
TPS3 EXON 7
TP53
WT P45 P58
Vzorka P57
poradie  koddn  koddn amk koddn amk EXONS5  schv
G245 GGC GTC A GCC A EXON 6 sekw.
R248 CGE CGC R EXON 7 * seky.
EXON 8 sekw.
R240  AGE |ACA/ACG T © * *
P250 ccc CAC H
1251 ATC ATA 1

5.3.3 SMAD4

Rovnaky spb6sobom boli sekvenované alternacie v hotspot miestach génu SMAD4
v gendmoch organoidov. Amplifikdcia pomocou PCR prebehla Uspesne a bol vytvoreny pre
kazdu vzorku Specificky produkt o poZzadovanej velkosti pre kazdy exdén. Tieto produkty boli
odoslané k precisteniu a sekvenacii. V obdrzanom sekvenograme vsak bolo casto vysoké
pozadie a alternacie s nizkym podielom vyskytu nebolo mozné odcitat pripadne nebolo ani
mozné stanovit sekvenciu na zaciatku sekvenogramu (prvych priblizne 100 bazi). Z tohto
doévodu samotny alighment nepostacuje. Ku kazdému sekvenogramu sme teda pristupovali
opat individudlne a s prihliadnutim na vysoké pozadie boli sekvenacie ru¢ne spracované.
Objavené alternacie oproti wt gendmu su v poradi kodénov zobrazené v tabulke €. 10.

V analyzovanych exdnoch gendmu P58 sa nenachadzaju Ziadne varianty génu,

SMADA4 je preto u vzorky P58 povazovany za wt a u P45 a P57 za mutovany.
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SMAD4

WT P57 P45
poradie koddn koddn amk. koddn amk.
P130 CCA CCG P

E134 GAA AAA K
5368 TCC Ccc P

5.3.4 CDKN2A

Obrazok €. 24 zobrazuje elektroforeticki kontrolu pritomnosti amplikdnov po
prebehnuti reakcie PCR s primermi CDKN2A-2.0 pre oba exény s PK, NK a DNA vzoriek P57,
P45, P58. U P57 a P58 boli oba poZzadované useky gendmu opakovane amplifikované PCR

reakciou. U vzorku P45 nevznikd Ziadny produkt v PCR reakciach, preto oblast exénov 2 a 3

moze byt deletovana.

PK P45 PSE NK

P57 PAS P58

!

PK

PAS P58 NK

NK PK P57 PA5 P58 NK

1

c CDKN2A
CDKN2A - -
Vzorka P57 P45 psa Exon 2 {§ Exon 3
EXON 2 amplif. * amplif
EXON3  amplif. % amplif.
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5.4 Analyza western blotom

Pritomnost uréenych proteinov v bunkach bola analyzovana za pomoci Specifickych
monoklondlnych protilatok. Pouzitie protilatok aich Specificka vazba bola testovana na
lyzatoch dostupnych bunecnych linii a podla kontrol odporicanych vyrobcom. Organoidy P57,
P45 a P58 boli zozbierané a tieZ pouzité k semikvantifikacnej analyze metédou WB. Samotnej
analyze predchadzalo lyzovanie buniek a stanovenie koncentracie celkového proteinu.
Nasledne boli na gél nanesené sucasne kontroly formou bunecnych linii MCF7, MDA-MB-231,

T47D, HELA, HEK 293, PANC1, MiaPaCa2, PATU 8902 spolu s vzorkami (obrazok €. 25).

N
by v
2 Py
& ™ ¢? é’
~ y = ~r sl
§ § & FFTELE 5o a
5 §F 4 ¥ ¥ & F I L & d
-75 kDa
Smad4
-15 kDa
pos — —
- -50 kDa
KRAS
- -20kDa

Detekcia Smad4 pomocou WB bola povodnym preferovanym postupom, pretoze
protein ma byt (podla dat z databaz) vo velkej miere deletovany alebo skrateny. Ukazka WB
ale ukazuje pritomnost proteinu v linii PATU 8902, kde ma byt Smad4 deletovany. U organoidu
P45 vidime moznu zmenu velkosti proteinu, u vsetkych vzoriek pruzok (z angl. ,band”)
s rovnakou intenzitou.

Naopak u protilatky podla vyrobcu 3Specificky viaZucej protein pl6 nepozorujeme
signdl u linie MCF7 (odporucané vyrobcom ako negativna kontrola). Vyrazné prazky su u HEK-
293 a HELA buniek, ktoré tieZ vyrobca odporuca ako pozitivnu kontrolu. Avsak u ostatnych linii
bola detegovana priblizne rovnakd intenzita signalu, ¢o neodpovedd predchadzajucej

mutacnej analyze z tabulky €. 7. U vzoriek organoidov je pozorovany pruzok u organoidu P45.
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Detekciu proteinu p53 vyrobca zobrazuje na liniach 293-HEK a MCF7. U nasich
bunkovych linii sme signdl dostali u HELA, 293-HEK (odpoveda informaciam od vyrobcu)
a PANC1. U linie MCF7 bol detegovany slaby signal, podla vyrobcu nasobne slabsi ako u HEK-
293. Pruzok nevznika u dalsich pouzitych lyzatov z bunkovych kultdr ani u vzoriek organoidov.

Poslednym analyzovanym proteinom imunochemicky je K-Ras. Signdl sme detegovali
u vSetkych vzoriek vratane vzoriek organoidov. Znacéne zvySeny signal pozorujeme u linie PATU

8902.
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6 Diskusia
6.1 Insilico analyza

K zacieleniu analyzy genetickych alternacii v nddoroch PDAC je potrebné poznat akym
zmenam podliehaju gendmy buniek tychto nadorov. Spracovanim vyfiltrovanych dat
pristupnych z genomickych databaz sme boli schopni urcit rozloZzenie mutacii Specificky sa
vyskytujucich v PDAC. Za najéastejSie mutované gény boli uréené KRAS, TP53, CDKN2A
a SMADA4. Vzhlfadom na nizku frekvenciu alternacii v ostatnych génoch boli k analyze zvolené
vyhradne vymenované 4 gény. Detailnou analyzou alternacii, ku ktorym dochddza v tychto
génoch u PDAC boli odhalené mutac¢né vzorce vyskytujluce sa opakovanie v PDAC nadoroch.
V proto-onkogéne KRAS dochddza k bodovym mutdciam v exéne 2 a menej Casto v exdne 3.
Preto sme zvolili sekvenaciu vyhradne tychto dvoch exénov ako vhodnu k zachyteniu
abnormalit. U TS génu TP53 je genetické pozadie zloZitejSie. Dochadza k delécidm a ¢astym
mutaciam. Vyskyt bodovych mutacii je reportovany po celom géne. Aj tu je vsak mozné najst
urcity vzorec a to taky, Ze najcastejSie je mutovana oblast, ktorou sa protein viaze k DNA, to
predstavuje oblast exénov 5-8 (DBD). TP53 je mutovany v mensej c¢asti nadorov (54 %)
a dochddza k nim na viacerych Castiach génu, takie v porovnani s KRAS je ich detekcia
problematickejsia. Ako pristup k ich zachyteniu bola zvolena sekvenacia a nastroj pre analyzu
pritomnosti proteinu je metédou WB. U dalSieho TS génu SMAD4 nachadzame tiez komplexny
mutacny vzorec. PribliZne vrovnakom mnoiZstve pripadov dochddza kdeletovaniu a
mutovaniu. Mutdcie su ¢asto nonsense (asi 35 % pripadov) a tym vznika skrateny protein. Za
tymto zdmerom bola navrhnutd detekcia s pomocou WB, kde vieme odhalit pritomnost
proteinu a tieZ jeho velkost. Nasledne sme podla dat v databazach vyhladali hotspot miesta
bodovych mutdcii a k ich detekcii vybrali sekvenaciu exénov 3, 9, a 12. Poslednym TS génom
je CDKN2A, u ktorého delécia prevazuje nad bodovymi mutdciami. Preto bola zvolend analyza
WB a tiez PCR detekcia exénov 2 a 3. Podobné vysledky sme dostali analyzou troch r6znych
databdz. Zistené skutocnosti z genomickych dat boli overené dalej aj v dostupnej literature,
kde bolo taktiez zistené, Ze je mozné detegovat varianty v kultirach organoidov (Seino et al.,
2018; Tiriac et al., 2018; Waddell et al., 2015). Odhalenim najviac frekventovanych alterndacii
v PDAC a navrhnutim spdsobu ich detekcie bolo mozné postupit k zavedeniu metdd ich
detekcie.

K analyze neboli vybrané gény, GNAS a DNM1P47, aj ked'ich jednotlivé mutacie sme
objavili s frekvenciou 1,21 % (GNAS mutdcia p.R844H) a 3,03 % (DNM1P47 nekddujuci
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transkript). Tieto oblasti neboli vybrané v prvotnom odhade, kedZe frekvencia alternacii
v tychto génov je nizka (menej ako 5 %).

Zvoleny postup vyhladavania alternacii bol doleZity pre pochopenie
genetickych udalosti v PDAC a navrhnutiu spdsobu ich moznej analyzy. Analyza velkého
mnozZstva dat zhromaZdenych v databazach umoznuje v relativne kratkom case ziskat detailné
informacie. Zvolenym pristupom vsak ziskavame len Udaje genomické, nevieme analyzovat
expresné profily. Taktiez data boli analyzované iba metédami dostupnymi na serveroch, bez
pouzitia pokrocilych bioinformatickych metéd. Tie su vSak po pouziti patricnych filtrov

vstupnych dat k analyze gendmov postacujuce (Nicolle et al., 2019).

6.2 Optimalizacie analyzy

Pred samotnym testovanim vzoriek bolo nevyhnutné vyskusat, ¢i navrhnutym
postupom je mozné detegovat sledované alternacie a zaroven najst optimalne podmienky
jednotlivych reakcii. Navrhnuty postup analyzy bol preto najprv zavedeny a testovany na
bunkovych kulturach. Ich genetické pozadie pozname taktiez vdaka vyhladaniu mutacii
u danych linii v databaze cBioPortal aby mohli byt experimentalne dosiahnuté skutoénosti
nasledne porovnané stymito datami. Po navrhnuti primerov pre vybrané miesta bola
testovana ich Specifita a urCovana optimalna nasadacia teplota a stanovované podmienky
reakcii na nemutovanej DNA HEK-293. Navrhnuté produkty pre gény KRAS, TP53 a SMAD4
vznikali Specificky, vZidy jeden priZok s poZzadovanou velkostou. Primery pre exény 2 a 3 génu
CDKN2A ani po zvySovani nasadacej teploty nevykazovali Specificky amplikdn a preto musel
byt navrhnuty novy par primerov k amplifikacii oboch exénov. S pouzitim novo navrhnutého
paru vznikala nespecifickd zmes produktov PCR, z ktorych nebolo mozné odditat pritomnost
alebo nepritomnost Useku DNA u analyzovanej vzorky. Reakcia preto musela prebehnut
s upravenou DNA polymerdzou Phusion Plus pri podmienkach uréenych vyrobcom, ktord
vykazuje vysoku Specifitu bez potreby urcenia Specifickej nasadacej teploty (podla udajov
vyrobcu: https://bit.ly/3AcSoQg). Stouto polymerazou PCR produkt vznikal iba 1
o pozadovanej velkosti. Vdaka tomu bolo moZné z opakovanych reakcii odcitat pritomnost
alebo nepritomnost danych usekov DNA u bunkovych linii.

Nasledne muselo byt overené, ¢i je moiné kratke amplikdny osekvenovat.
Predpokladany postup precistenia reakcie formou vyrezania Specifického amplikénu

z agarézového gélu po prebehnuti delenia pomocou elektroforézy, ajeho nasledna izolacia
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kitom Kit Agarose Gel Extraction Kit nemohol byt vyuZivany. Obsah tymto spdsobom
vyizolovanej DNA (4-10 ng/ul v 30 pl roztoku) bol zdaleka nedostatoc¢ny k sekvenaénej reakcii.
Pripravu PCR reakcie v takom objeme, aby bol pri stratach pocas izoldcie vytazok dostatocny
pre sekvenaciu nebolo mozné realizovat z hladiska potreby prilis velkého vstupného mnozstva
DNA. Preto muselo byt pristipené k nespecifickému odstraneniu interferujicich latok od DNA,
ktoré by neumozriovali Citatelnost sekvenacnej reakcie. Tymto postupom mohlo dojst
k zniZeniu citatelnosti a citlivosti detekcie, ktord bola uréend na 25 %, v zavislosti na pozadi a
Citatelnosti sekvenogramu. Podla Studie (Tsiatis et al., 2010) je limit pre detekciu pomocou
Sangerovej sekvenacie 15-20 % mutovanej formy v géne KRAS, exdnu 2. NizSia hranica
detekcie v nasich podmienkach moze byt spdsobena aj pouZitymi analyzatorom.

Osekvenované uUseky museli byt dalej analyzované. Sekvenogramy obdrzané
z bunkovych linii odpovedali pociatocnych predpokladom, t.j. bez vysokého pozadia, Citatelné
priblizne po 40-50 pociatocnych bp sekvenogramu. Vzorka vsak predstavovala zmes
homogénnu, teda DNA jednej bunkovej linie. Niektoré sekvendcie neboli Citatelné hned po
prvej sekvenacii, preto boli pripravované opakovane. K analyze postacoval alignment v online
nastroji SIM alignment. Detegované alternacie u pouzitych bunkovych linii sa zhodovali
s datami ziskanymi z databdze cBioPortal. AvSak u génu SMAD4 u linie PATU 8902 pozorujeme
pritomnost PCR produktu, ktorého sekvendacia ukazala formu wt. Tento fakt sa nezhoduje
s Udajmi ziskanymi z databdze cBioPortal, nakolko jej data udavaju homozygotna deléciu
tohto génu u linie PATU 8902.

Spbsob zvolenej analyzy bol taktiez overeny v dostupnej literature (Aichler et al., 2012;
Rechsteiner et al., 2013; Shah et al., 2017; Stewart et al., 1998; Tsiatis et al., 2010; Wang et
al., 2019). Nami navrhnutou analyzou sme schopni analyzovat len vybrané oblasti zvolenych

génov, ktoré sa vsak vyskytuju v PDAC najfrekventovanejsie.

6.3 Alternacie u vzoriek ex-vivo kultur organoidov

Navrhnuty postup po prebehnuti vSetkych krokov optimalizacie bolo mozné pouzit pre
analyzy vzoriek organoidov. Vyizolovana DNA z organoidov predstavovala kvalitni genomovu
DNA, avSak vobmedzenom mnozstve, ktoré vsak postacovalo kanalyze. Vzorky PDAC
z resekovanych tkaniv pacientov boli vidy z obdobia, kedy bolo ochorenie u pacienta v stadiu

I, v tomto Stadiu nie su u pacientov pritomné metastdze (Peng et al., 2019).
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V proto-onkogéne KRAS boli vyhlfadavané bodové mutacie na troch miestach. Postup
bol preto jednoduchy auréenie alternacii, aj vdaka nizkemu pozadiu, jednoznacéné.
V organoidoch P45 a P58 je jasne viditelna bodova mutacia v €asti vzorky, konkrétne u vzorky
P45 mutacia p.G12R a vo vzorke P58 mutacia p.G12V. U organoidu P57 nebola pozorovana
Ziadna zdmena, sekvencia odpoveda wt sekvencii. Je moZné, Ze utohto nddoru bola
pociatocna mutacia odliSnd od KRAS (napriklad v géne BRAF alebo GNAS (Kanda et al., 2012)),
na ktoru nasa analyza nebola zamerana z dovodu nizkej frekvencie vyskytu (GNAS priblizne v 3
%, BRAF priblizne v 1,8 % (podla dat ziskanych z TCGA databdze)). TieZ je mozné, Ze obsah
mutovanych alel bol nizsi ako 25 %, ¢o predstavuje hranicu pri ktorej je nasa analyza schopna
variantu odhalit. KedZe alternacie v tomto géne sa vyskytuju u takmer vsetkych PDAC nadorov
(Seino et al., 2018; Tiriac et al., 2018), preto bola ofakavana frekvencia vyskytu.

Detekcia alternacii uTS génu TP53 vyZaduje komplexnejsi pristup. Analyza
v genomickych databazach ukazala, Ze v nom u PDAC nddorov, na rozdiel od KRAS, dochadza
k alternacidm nie len charakteru bodovych mutacii. Sekvenacie vybranych exdénov u nasich
vzoriek neboli niektoré Citatelné vobec (amplikdny exénu 7 u vzorky P57 a exdnu 8 u vzoriek
P45 a P58) a dalSie az po priblizne prvych 100 bp sekvenogramu, ¢im sme stratili informacie o
zaciatkoch analyzovanych oblasti. Aj napriek vysokému pozadiu v niektorych castiach
sekvencie bolo mozné manualne odd¢itat niektoré bodové mutécie, ktoré su zobrazené
v tabulkach €. 9 A-C. Pouzity sposob analyzy je vhodny len pri zamerani sa na uréené hotspoty.
Zin silico analyz sme sa dozvedeli, Ze vtejto oblasti dochadza aj k moZinym inzerciam di
deléciam, ktoré moZu tiez znizit prehladnost a spdsobovat neditatelnost sekvenogramov.
Vzhladom na necitatelnost pociatkov sekvenogramov aj po opakovani reakcii by som
zvazovala zopakovat sekvenovanie s pomocou ,reverse” primeru.

Dalsim analyzovanym TS génom je SMAD4. Zvolena forma PCR analyzy hotspot mutdcii
v exénoch 3, 9 al12 bola iba doplnok k WB. Tymto sp6sobom suU analyzované mutacie
sprevadzané, rovnako ako u analyz TP53 génu, vysokym pozadim a viacerymi alternaciami.
Detegované alternacie su zhrnuté v tabulke €. 10. Vzhladom na necitatelnost zaciatku
niektorych sekvenogramov aj po opakovaniach, by som zvaZovala sekvenovanie zopakovat s
vyuzitim ,,reverse” primerov.

U posledného z analyzovany génov, TS gén CDKN2A, neboli, na rozdiel od predoslych
génov, odosielané amplikdny PCR na sekvendaciu. Opakovanim PCR reakcie bolo vsak urcené,

v ktorych vzorkach tato ¢ast gendmu pritomna je a kde nie. Avsak vzhladom na nespolahlivost
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detekcie WB by bolo vhodné zaviest sekvenovat vybrané amplikdnov. Nepritomnost bandov
pri PCR vSak znamenad pravdepodobnu deléciu génu u organoidu P45.

Citatelnost sekvenogramov mala svoje uskalia. Nie vietky obdrzané sekvenogramy
bolo jednoznaéne moziné analyzovat. V pripade necitatelnej zmesi peakov bola reakcia
pripravend v dvojnasobnom objeme a maximdlne 2x opakovana. Ak vysledok sekvenacie
niektorého z produktov viedol opakovane k sekvenogramu s nemoznostou odcitat sekvenciu,
bol vyradeny z analyzy (exdn 7 u vzorky P57 a exdn 8 u vzoriek P45 a P58). Niektoré reakcie
vykazovali vysokd mieru pozadia, hlavne v prvych priblizne 100 bp sekvenogramu. Tieto
necitate/nosti mohli byt sp6sobené tym, Ze vzorky organoidov pravdepodobne predstavuju
nehomogénnu zmes buniek, kde s urcitou frekvenciou su pritomne aj bunky fibroblastov ci
imunitné bunky, alebo subpopuldcie nadorovych buniek (Peng et al., 2019; Yachida et al.,
2010). Moze tiez dochadzat k vseobecnému problému u Sangerovej metddy sekvenovania
u niektorych kratkych templatov, kedy sekvenacny softvér vyhodnocuje presnejsie dlhsie
Useky ako kratSie. Taktiez u analyzovanych TS génov sa s urcitou frekvenciou moze vyskytnut
vloZzend pripadne chybajlca baza, ¢o sa na Citatelnosti vysledného sekvenogramu tiez odrazi
(vznikna prekryvajuce sa sekvencie). Presnosti pociatocnej sekvencie by prospelo
presekvenovanie aj spatnym primerom. U génu TP53 bude z hladiska velkého mnoiZstva
bodovych zmien uvacsieho mnoiZstva analyzovanych vzoriek vyhodnejSie zameriavat sa
vyhradne na oblasti popisanych hotspot miest s vysokou pritomnostou variant a tie dokladne
manualne zanalyzovat.

Z optimalizacie na bunkovych liniach bolo predpokladané, zZe bude postacovat analyza
alignmentom a manualne spracovanie sekvencie. AvSak uvzoriek organoidov tieto
sekvenogramy sa casto prekryvaju. Preto navrhujem k dal$im analyzam a re-analyze pouzit
softvér Mutation Surveyor Software v5.1.2, ktory je schopny odhalit a zanalyzovat aj posuny
¢itacieho ramca sposobené viozenim i odstranenim bazi (Raimondi et al., 2020). Jeho vyuZitie
by malo prispiet k zjednoduseniu a zlepSeniu presnosti analyzy atieZz k odhaleniu dalSich
variant.

Detekcia expresnych profilov analyzovanych génov pomocou oznacenia Specifickou
protilatkou bola zistovana pritomnosti ¢i nepritomnost proteinu ajeho pripadnd zmenu
velkosti. U Smad4 a pl16 ¢asto dochadza k delécii proteinu, pripadne u CDKN2A k metylacii
promotoru (Attri et al., 2005) ¢im je umlc¢ana expresia, protein nevznika. Preto aj pritomnost

génu (potvrdenie pomocou PCR) nemusi znamenat, Ze protein je v bunke pritomny.
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U protilatky viazucej Smad4 sme detegovali signdl aj u bunkovych linii, u ktorych je
podla databdz deletovany, ale analyzou PCR bola oblast génu SMAD4 amplifikovana
a osekvenovana ako wt forma (u bunkovej linie PATU 8902). Za predpokladu, Ze protilatka
funguje u lyzatu P45 pozorujeme band nachdadzajuci sa o nieco nizSie ako u kontrol, preto tam
pritomny protein Smad4 povaZujeme za skrateny. Nonsense mutacia sa nachddza
pravdepodobne na inom exdne ako sme osekvenovali, pripadne dochadza k inej alternacii,
ktoru sme sekvenaciou nezachytili.

S pouZzitim protilatky oznacujicej protein pl6 detegujeme signal v linii vzorky
organoidu P45. U tohto organoidu nebola pomocou PCR opakovane amplifikovana sledovana
oblast génu CDKN2A kédujuceho pl6 protein a jeho exdon 2 a 3. Je moiné, Ze nasadaniu
primerov zabranili mutacie v oblasti ich nasadania. U dalSich vzoriek organoidov (P57 a P58)
nebol pozorovany Ziadny signal. Z toho usudzujeme, Ze sa protein v bunke nenachadza.

U poutZitia protilatky proti proteinu p53 u bunkovej linie MCF7 pozorujeme len slaby
band, podla vyrobcu ma byt detekovatelny ale o polovicu menej ako u HEK-293. U dalsich
lyzatov bunecnych linii a vzoriek organoidov signal nevznika. V normalnom tkanive protein
p53 je pritomny len v malej miere. Jeho mutovand forma vykazuje vyssiu stabilitu, tzn. jeho
moznu detekciu (Jeong et al., 2005; Milicevic et al., 2014). Nepritomnost signdlu méze
znamenat aj UplnU nepritomnost proteinu. Taktiez je mozné analyzu spresnit o detekciu
skratenych proteinov pomocou nuklearnej extrakcia a nasledného WB (Jeong et al., 2005;
Milicevic et al., 2014).

Signal ziskany pomocou protilatky K-Ras je pritomny vo vSetkych vzorkach organoidov.

Pre detekciu p16 a Smad4 proteinov boli vyuzité aj dalSie primarne protilatoky (p16
(p16 INK4A (D7C1M) Rabbit mAb, Cell Signaling), Smad4 (Smad4 (D3M6U) Rabbit mAb, Cell
Signaling)). Tieto primarne protilatky vsak nevykazovali dostato¢nu spolahlivost detekcie
signalu.

V praci som hladala optimalny sp6sob detekcie najéastejsie sa vyskytujucich alterndcii
v PDAC, ktorym je moiné analyzovat heterogénnu zmes buniek pestovanych formou
organoidov. V pripade génu KRAS je dostaCujuce pouzit metddu Sangerovej sekvendacie
exonov 2 a 3. Pre analyzu génov TP53 a SMAD4 pouzity postup bude doplneny o sekvenovanie
spatnym primerom, kedZe analyza formou WB bola vyhodnotena ako nevhodn3d, rovnako tak

aj u CDKN2A génu, u ktorého bude analyza doplnena o sekvenovanie jednotlivych exénov.
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Vsetky data ziskané sekvenaciou budu analyzované a re-analyzované softvérom Mutation

Surveyor Software v5.1.2 pre zlepSenie mozZnosti detekcie.

7 Suhrn

Za vznikom nadorového ochorenia stoji hromadenie genetickych mutacii v bunkach.
Neexistuje presna definicia a sekvencia mutacii, ktorych hromadenim v bunkach pankreasu
vznikne PDAC. Je vsak moziné s pomocou velkého mnoiZstva vzoriek empiricky urcit gény,
v ktorych s tieto alternacie mézeme ocakdavat. Mnozstvo genomickych dat ziskanych z PDAC
vyskytujucich sa u pacientov po celom svete su uloZené v dostupnych webovych databazach.
Prave detailnou analyzou tychto dat boli k cielenej analyze vybrany gén KRAS, proto-onkogén,
mutovany takmer vo vSetkych PDAC bunkach, dalej TS gény TP53, SMAD4, CDKN2A. Nasledne
bolo analyzou najéastejSich alternacii ur¢ena metdédda ich analyzy ato WB (pre vsetky)
a sekvenovanie vybranych exdnov danych génov. V pripade génu CDKN2A islo len o detekciu
pritomnosti Usekov DNA pomocou PCR.

Podrobne navrhnuty postup analyzy bol zavedeny a optimalizovany na bunkovych
kultdrach (prevaine pankreatické nadorové linie), ktorych genetické pozadie bolo dohladané
taktiez v genomickych databazach s ktorymi boli vysledky porovnavané. Vdaka tomu boli
ziskané pozitivne kontroly, ktoré dalej boli pouzivané pri samotnej analyze vzoriek organoidov.
Zavedeny protokol bol pouzity na vzorky P45, P57 a P58 ex-vivo pestovanych resekovanych
tkaniv PDAC pacientov. Detegované boli bodové mutacie KRAS u vzoriek P45 (p.G12R) a P58
(p.G12V) a v génoch TP53 a SMAD4, aviak nie vsetky vybrané Gseky bolo mozné analyzovat.
Dalej bola uréend moind delécia génu CDKN2A u vzorky P45. Analyza WB sa ukazala ako
nespolahlivd aj s pouzitim dvoch réznych protilatok.

Uréeny postup s navrhnutymi zlepseniami pre zvysenu presnost je moiné pouzit
k analyze dalSich vzoriek. Analyza umozinuje detekciu hotspot mutdcii génov KRAS, TP53
a SMAD4 a detekciu pritomnosti génu CDKN2A u heterogénnej skupiny buniek pestovanej
v 3D kultdrach.
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